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ABSTRACT: In order to deal with the  petroleum hydrocarbon spills and specifically those about 
gasoline - diesel in ground bordering to the service stations, an investigation process in a laboratory 
scale by means of the application of three own treatments of the bioremediation was made. In this 
way, the biostimulation against the natural attenuation and the bioaugmentation was evaluated. 
This initiative took place due to the potential that has the biostimulation in front of other technologies 
of chemical or physical character to eliminate and/or to reduce the levels of concentration of spilled 
hydrocarbons to the ground and the water to a smaller cost.  
 
Indeed the difference between the treatments for this case in particular was found, establishing the 
reduction of the concentration of Total Petroleum Hydrocarbons (HTTP) in 52.79% for the treatment 
by natural attenuation, 60,45% for the treatment by biostimulation and of the 64,92% for the 
treatment by bioaugmentation. This last one showed a better performance for such purpose, without 
having a very noticeable difference with the process by biostimulation.  
 
The denominated microorganism As2 isolated and identified molecularly like Bacillus sp. 
demonstrated to have potential to favor the bioremediation acting like an exogenous being. Also this 
work allowed to isolate and to identify other bacteria reported like degraders of hydrocarbons 
pertaining to the families of the Pseudomonad, Achromobacter and Alcaligenes.  
 
Finally, when realising the test of direct ecotoxicity using the Eisenia  andrei organism test was 
stated the high toxicity that has Volatile Organic Compounds (COV's) on the fauna. In addition, the 
positive effect that the bioremediation has on the biota of the ground when reducing the pollution 
levels was verified.  
 
Key words: biorremediation, natural attenuation, biostimulation, bioaugmentation, hydrocarbons, 
Bacillus sp., ecotoxicity. 
 
 
RESUMEN: Para tratar los derrames de hidrocarburos de petróleo y específicamente los de 
gasolina – diesel en suelo aledaño a las estaciones de servicio se realizó un proceso de 
investigación a escala de laboratorio mediante la aplicación de tres tratamientos propios de la 
biorremediación. Con ello, se evaluó la bioestimulación frente a la atenuación natural y la 
bioaumentación. Esta iniciativa tuvo lugar debido al potencial que tiene la bioestimulación frente a 
otras tecnologías de carácter químico o físico para eliminar y/o reducir los niveles de concentración 
de los hidrocarburos vertidos al suelo y al agua a un menor costo. 
  
Efectivamente se encontró la diferencia entre los tratamientos para este caso en particular, 
estableciendo la reducción de la concentración de los Hidrocarburos Totales de Petróleo (HTP) en 
52.79% para el tratamiento por atenuación natural, 60.45% para el tratamiento por bioestimulación 
y del 64.92% para el tratamiento por bioaumentación. Este último mostró un mejor desempeño 
para tal finalidad, sin tener una diferencia muy marcada con el proceso por bioestimulación. 
  
El microorganismo denominado As2 aislado e identificado molecularmente como Bacillus sp. 
demostró tener potencial para favorecer la biorremediación actuando como un ser exógeno. 
Igualmente este trabajo permitió aislar e identificar otras bacterias reportadas como degradadoras 
de hidrocarburos pertenecientes a las familias de las Pseudomonas, Achromobacter y Alcaligenes. 
  
Finalmente, al realizar la prueba de ecotoxicidad directa utilizando el organismo de prueba Eisenia 
andrei se constató la alta toxicidad que tienen los Compuestos Orgánicos Volátiles (COV’s) sobre 
la fauna. Además, se verificó el efecto positivo que tiene la biorremediación sobre la biota del suelo 
al reducir los niveles de contaminación.  
  
Palabras clave: biorremediación, atenuación natural, bioestimulación, bioaumentación, 
hidrocarburos, Bacillus sp., ecotoxicidad. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
Los suelos aledaños a estaciones de servicio, oleoductos y carreteras, se pueden ver 
contaminados por el derrame o vertido de hidrocarburos, hecho que además de modificar 
las condiciones propias del suelo, repercute en su potencial agrícola y microflora; puede 
eventualmente también, hacer que el foco contaminante a través de las aguas 
subterráneas, alcance una fuente de abastecimiento de agua, lo que podría perjudicar a 
una población específica de seres humanos y/o animales. 
 
Para tratar los derrames de hidrocarburos de petróleo y específicamente los de gasolina – 
diesel, se realizó un proceso de investigación mediante la experimentación de tres 
tratamientos, con el propósito de evaluar la atenuación natural estimulada 
(bioestimulación) frente a la atenuación natural y la bioaumentación. Ello debido al 
potencial y menor costo que tiene la bioestimulación como tecnología para reducir y/o 
eliminar  los niveles de concentración de hidrocarburos en aquellos sitios que se ven 
sometidos al vertido ocasional o permanente de estos contaminantes. 
 
Los tratamientos se realizaron por triplicado en bandejas de latón, las cuales contenían 
2kg de suelo arcilloso con una concentración de 10000ppm en cantidades iguales de 
gasolina-diesel. Para  evaluar el resultado de los tratamientos se midió el contenido de los  
Hidrocarburos Totales de Petróleo (HTP) tres días después de contaminar el suelo y al 
finalizar el experimento a los tres meses. Además, se realizó el seguimiento de las 
bacterias heterótrofas e hidrocarburoclastas, del pH, la temperatura y la humedad. 
 
Esta investigación incluyó el aislamiento e identificación del microorganismo denominado 
As2, reconocido como Bacillus sp., el cual demostró tener capacidad para degradar 
hidrocarburos en suelo estéril y favorecer este proceso en consorcio con los 
microorganismos autóctonos del suelo. 
 
Al finalizar la experimentación a escala de laboratorio además de los análisis físicos y 
químicos realizados al suelo, se hizo una prueba de ecotoxicidad directa con el organismo 
Eisenia andrei, para establecer el estado final alcanzado por el suelo a través de los 
distintos tratamientos y su implicación en el desarrollo de los seres vivos de este hábitat. 
 
Los tratamientos evaluados revelaron ser diferentes entre si, con la reducción de la 
concentración de los HTP en un 52.79% para el tratamiento por atenuación natural, 
60.45% para el tratamiento por bioestimulación y del 64.92% para el tratamiento por 
bioaumentación. Este último mostró un mejor desempeño para tal finalidad, sin tener una 
diferencia muy marcada con el proceso por bioestimulación. 
 
En este caso particular, los tratamientos por bioestimulación y bioaumentación 
contribuyeron en menor medida al proceso de biodegradación del contaminante, con un 
aporte del 7.66% para el primero y del 12.13% para el segundo. Así, la atenuación natural 
presentó una mayor eficiencia en la reducción de los HTP e igualmente se demostró por 
la prueba de ecotoxicidad directa que este tratamiento tuvo una menor incidencia en la 
tasa de mortalidad de las lombrices. 
 
 11 
1. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 
 
 
 
 
La humanidad lleva más de un siglo de industrialización, dicha actividad ha proporcionado 
al hombre un sin número de beneficios y comodidades en aspectos tan relevantes como: 
el bienestar, el transporte, la salud, la recreación, la alimentación, entre muchos otros. Los 
avances científicos y la técnica proliferan de manera abrumadora, todo ello, a costa de los 
recursos renovables y no renovables del planeta y de su propio equilibrio.  
 
En las últimas décadas, gracias a los síntomas evidentes del desequilibrio propiciado por 
la actividad humana se ha venido tomando conciencia por parte de los distintos gobiernos 
del irreversible daño causado al ecosistema terrestre en todos los aspectos. Si bien el 
hombre no puede prescindir en la actualidad del entorno material que le rodea, si es 
necesario hacerle frente a los problemas medio ambientales fruto de su actividad.  Ello ha 
provocado toda una serie de investigaciones, normas y reglamentación, como el decreto 
4741 del 30 de Diciembre de 2005, donde se definen cuales son los residuos peligrosos  y 
se hace el primer inventario de plaguicidas en Colombia; todo ello buscando proteger y 
salvaguardar el medio ambiente. 
 
Toda esta revolución en materia de productos, bienes y servicios no puede ser generada 
sin el empleo de energía, sea para su transformación directa o para su transporte. Del 
cual, sigue siendo su principal fuente el petróleo, a pesar de que se hacen grandes 
esfuerzo por hallar fuentes de energía sustitutas más limpia para tal propósito. 
 
El petróleo crudo y sus derivados son productos que tienen alto riesgo de contaminar los 
ecosistemas acuáticos y terrestres. Sobre el suelo, dichas sustancias presentan un alto 
riesgo para el aire, el agua subterránea, la calidad del suelo, su flora y su fauna (Maike y 
Filser, 2007). Los derrames de crudo y sus derivados son debidos principalmente a su 
transporte bien sea, marítimo, terrestre o por oleoductos. Los contaminantes vertidos al 
suelo y al agua subterránea aumentan cada año paralelamente con el crecimiento de la 
industria y la demanda de energía (Phrommanich et al., 2007). 
 
Otra de las posibles formas en que se ven contaminados el suelo y el agua subterránea 
con derivados del petróleo, se debe a las fugas presentadas en los tanques subterráneos 
de almacenamiento de dichos productos. En Colombia a diferencia de otros países como 
Estados Unidos o México donde existe una rigurosa reglamentación y normatividad para 
la protección del medio ambiente en lo que respecta a la contaminación con petróleo 
crudo o sus derivados, no se cuenta aún con un estricto control de esta situación.  
Sumado a ello y en particular “según la compañía Colombiana de Petróleos, ECOPETROL, 
durante los últimos quince años el oleoducto Cano Limón – Coveñas ha sufrido más de 
novecientos atentados terroristas, hechos que han conducido al derramamiento de más de 
450millones de litros de Petróleo en el medio ambiente. El impacto ambiental por los derrames de 
crudo, ha dejado más de 2.600 kilómetros entre ríos y quebradas, y alrededor de 1.600 hectáreas 
de ciénagas afectadas. Sólo en 1998, subversivos del ELN ocasionaron el más grande derrame de 
crudo en aguas continentales del mundo, con un volumen superior a los 14. 787.000 litros de 
petróleo, tragedia comparable con el accidente del buque Exxon Valdez, que vertió en las aguas de 
Alaska 42 millones de litros del crudo el 24 de Marzo de 1989. 
 12 
Dadas estas circunstancias los daños a las fuentes hídricas, suelos, aire, fauna y vegetación son 
prácticamente irremediables, pues los procesos de descontaminación no alcanzan a cubrir todas 
las áreas afectadas y se realizan mucho tiempo después de que el crudo ha penetrado el 
ecosistema” (Vargas et al., 2004).  
Debido a que estos productos, los hidrocarburos del petróleo, son considerados 
peligrosos para la proliferación y bienestar de la vida en  las tres matrices terrestres, aire, 
agua y suelo; es necesario e imprescindible tomar las medidas tanto preventivas, legales 
y de impacto ambiental; como de eliminación y/o reducción de la concentración del 
contaminante en aquellos sitios que son sometidos al derrame constante u ocasional del 
petróleo crudo o sus derivados.  
 
Este proyecto busca ofrecer una alternativa económica y operacionalmente viable para 
tratar la contaminación con derivados del petróleo, específicamente los combustibles 
gasolina y diesel altamente demandados por la sociedad, en aquellos suelos que puedan 
verse afectados por el vertido eventual o constante de dichos combustibles de origen fósil. 
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2. JUSTIFICACIÓN 
 
 
 
 
Desconocer el problema de la contaminación del agua subterránea y de los suelos por el 
derrame de hidrocarburos seria  desconocer también la importancia de tales recursos en 
el desarrollo de cualquier país. Los suelos han sufrido el vertimiento de todo tipo de 
contaminantes y desde el punto de vista del medio ambiente es muy importante el papel 
que tienen como almacén de residuos y por consiguiente el rol fundamental que 
desempeñan en la degradación química.  
 
Debido a que la contaminación del suelo y agua subterránea crece constantemente cada 
año paralelamente con el crecimiento de la industria y la demanda de energía (Wang et 
al., 1999) es necesario identificar e investigar de qué forma se puede recuperar al menos 
en parte el suelo afectado y su potencial. En este campo investigadores de todo el mundo 
ya han avanzado por menos de medio siglo, aplicando tecnologías de carácter químico, 
físico o biológico; o empleando la combinación de las anteriores. En Colombia el Instituto 
Colombiano del Petróleo (ICP) trabaja en el tema desde hace casi 15 años, lo que ya le 
han permitido obtener resultados como productos tecnológicos, patentes de invención, 
servicios de investigación y desarrollo que aportan de manera decisiva al desarrollo del 
país (Carta Petrolera, noviembre 2003 – enero 2004).    
 
Lo anterior no quiere decir que ya no se justifica realizar investigaciones al respecto o que 
todo esta hecho en esta área. Por el contrario disciplinas como la biorremediación son 
relativamente nuevas frente a los métodos físicos y químicos, y pretende contribuir a la 
limpieza de los sitios contaminados con el menor impacto posible del ambiente. Además, 
el petróleo es y seguirá siendo por algunas décadas más, una de las fuentes más 
empleadas para la obtención de energía; con lo que su explotación, refinación, transporte, 
almacenamiento y distribución; serán siempre actividades que generen riesgo de 
contaminación del entorno. 
 
Además, con el ánimo de disminuir la contaminación del aire por el uso de los 
combustibles y reducir su valor comercial, los combustibles son mezclados con otras 
sustancias como el etanol; con lo que efectivamente se reducen los niveles de emisión de 
gases tóxicos pero se puede desconocer el efecto nocivo para el suelo al presentarse un 
derrame o fuga de dicha mezcla.  Con lo cual, cada nuevo producto o modificación de un 
combustible requiere de la investigación apropiada para prever y subsanar cualquier tipo 
de problema de dimensión ambiental. 
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3. OBJETIVOS  
 
 
 
 
3.1. Objetivo general  
 
Evaluar la bioestimulación frente a la atenuación natural y a la bioaumentación como una  
tecnología viable para la biodegradación de los derivados del petróleo, específicamente la 
mezcla gasolina - diesel vertida al suelo; midiendo al inicio y al final del experimento la 
concentración del contaminante remanente en el suelo durante tres meses de tratamiento 
a escala de laboratorio. 
 
 
3.2. Objetivos específicos 
 
• Estudiar las características físicas y químicas principales del suelo seleccionado 
previo al derrame de la mezcla de hidrocarburos y al final de la biorremediación,  
con el propósito no solo de establecer las condiciones iniciales de trabajo sino 
también los posibles cambios generados por la aplicación de los distintos 
tratamientos.  
 
• Construir un cepario  que sirva como banco de microoorganismos con potencial 
para lograr la degradación de hidrocarburos, los cuales puedan ser empleados 
eventualmente para un proceso de biorremediación específico. 
 
• Realizar el seguimiento de las poblaciones de las bacterias cultivables en los 
medios y condiciones apropiadas durante la experimentación en los distintos 
tratamientos de biorremediación.  
 
• Identificar morfológica y molecularmente las cepas que predominan durante la 
experimentación en el laboratorio.  
 
• Monitorear la concentración de los hidrocarburos totales de petróleo, el pH, la 
temperatura y la humedad a lo largo del trabajo experimental. 
 
• Evaluar la toxicidad del suelo al final de los distintos tratamientos empleando el 
organismo de prueba Eisenia andrei. 
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4.  ANTECEDENTES Y MARCO TEÓRICO 
 
 
 
 
4.1. Antecedentes 
 
La microbiología de la biotransformación de los hidrocarburos de petróleo (HP) se inició 
en 1895 cuando Miyoshi publicó el primer trabajo de degradación de hidrocarburos por 
hongos. En los años treinta se usaron los conocimientos de la microbiología del petróleo 
como una herramienta en prospección petrolera y la protección de los ductos, tanques y 
equipos de perforación de la “corrosión” provocada por la actividad microbiana. En esta 
época los esfuerzos se centraron en inhibir la proliferación de los microorganismos de las 
reservas petroleras, tanques de almacenamiento de petróleo y sus derivados, lodos de 
perforación, refrigerantes emulsionados de petróleo y de las aguas empleadas en la 
segunda recuperación de productos (Zegarra, 2000).  
 
En 1946, Claude E. ZoBell revisó la acción de los microorganismos sobre los 
hidrocarburos donde reconoció que muchos microorganismos tienen la capacidad de 
utilizar los HP como única fuente de carbono y de energía y además de estar 
ampliamente distribuidos en la naturaleza (Zegarra, 2000). 
 
En 1958 Iz’yuva Gigiena Saint observó la estimulación de la biodegradación por adición 
de fuentes de nitrógeno y fósforo como nutrientes indispensables y en función de la 
temperatura y la aireación. En los años sesenta se intensificaron los estudios enfocados 
en la producción de biomasa como proteína celular  y la publicación de trabajos 
importantes sobre las consecuencias químicas, físicas y microbiológicas en las 
propiedades del suelo, efectos de los HP en suelos, plantas, cultivos y establecer el 
desbalance de la relación C/N (Zegarra, 2000). 
 
En los 70’s se había estudiado la implicación de elevadas temperaturas para  estimular la 
degradación de los hidrocarburos (Atlas, 1975) y ya se sugería la utilización de los 
microorganismos, a los cuales se les reconocía la capacidad para degradar los 
compuestos orgánicos, revelando un importante rol en la desaparición del petróleo y sus 
derivados en el suelo (Dagley, 1975). 
 
Fue solo hasta 1979 cuando Dibble y Bartha publicaron el primer tratado de la 
degradación-biotransformación de hidrocarburos del petróleo en suelos como aplicación 
de lodos por medio de la modificación de las condiciones ambientales para alcanzar 
mayores tasas de degradación (Zegarra, 2000). 
 
Las primeras tecnologías de biorremediación propiamente dichas fueron las ex situ, las 
cuales al igual que las in situ involucran el uso de microorganismos para romper los 
compuestos orgánicos peligrosos en el medio ambiente, evitando las desventajas 
económicas y técnicas que presentan los tratamientos químicos o físicos (Ahlert y 
Kosson, 1983; Lee y Ward, 1985). Así, la descontaminación microbiológica de los suelos 
contaminados con petróleo entrados los 90’s era considerada como una alternativa 
versátil, eficiente y económicamente viable para alternar con los tratamientos físicos y 
químicos (Bartha, 1986; Atlas, 1991). 
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La biorremediación tuvo un punto de partida histórico al ser aplicada a gran escala en la 
limpieza de la línea costera en Prince William, Alaska, tras el accidente del buque Exxon 
Valdez, que vertió en las aguas de Alaska 42 millones de litros del crudo el 24 de Marzo 
de 1989. Así, la descontaminación por métodos biológicos no sólo se había convertido en 
una alternativa muy viable sino que además ofrecía especial atención sobre la 
preservación del medio ambiente (Norris, 1994). 
 
Con todo esto, durante las dos últimas décadas, los investigadores se han interesado en 
determinar la persistencia de los hidrocarburos en diferentes ambientes naturales y el 
posible rol de la microflora autóctona sobre la tasa de degradación de estos 
contaminantes (Kästner et al., 1994; Balba et al., 1998). 
 
Para finales de los 90’s y principios del nuevo milenio numerosos proyectos de 
investigación demostraban la eficacia de la biorremediación para la remoción de 
hidrocarburos del petróleo en suelo contaminado (Bai et al., 1997; Moran et al., 2000).  
 
Se han realizado estudios sobre el incremento de la biodisponibilidad del contaminante 
mediante la utilización de surfactantes y biosurfactantes (Lee et al., 2001; Okuda et al., 
2007) y sobre la actividad metabólica de los microorganismos, estableciendo  condiciones 
ambientales óptimas como el nivel de oxigeno, la humedad, los nutrientes y la 
temperatura en los sistemas de tratamiento (Namkoong  et al., 2002; Saponaro et al., 
2002; Riffaldi et al., 2006; Pena et al., 2007).  
 
Hoy en día, el número de estudios del compost de suelo contaminado con petróleo y sus 
aceites derivados va en incremento (Beaudin et al., 1996; Al-daher et al., 1998; Jorgensen 
et al., 2000; Chaw and Stoklas, 2001; Namkoong et al., 2002). 
 
Se están simulando las condiciones propias del suelo en columnas empacadas para 
estudiar la degradación in situ (Pao et al., 2008) y las implicaciones de las propiedades 
hidráulicas sobre la biorremediación (Hyun et al., 2008). Además, se están usando 
tecnologías probadas para otras industrias como la lixiviación en la minería (Salinas et al., 
2008) y la fluidización jet (Arrar et al., 2007) para degradar hidrocarburos por 
biorremediación. 
 
En los últimos años se ha logrado con éxito la degradación de hidrocarburos 
poliaromaticos (PAH) a escala de laboratorio por diferentes metodologías, como la 
utilización de compost (Cai et al., 2007; Antizar et al., 2006), por digestión anaeróbica en 
reactores con recirculación (Martínez et al., 2009), por la combinación de la pre oxidación 
química y la biorremediación en suelo contaminado con creosota (Kulik et al., 2006) o 
simplemente en condiciones microaerobicas con un muy bajo suministro de oxigeno 
empleando los hongos del suelo(Silva et al., 2009). 
 
Los nuevos combustibles de origen biológico y las mezclas de estos con otros aditivos 
para mejorar su rendimiento, también han sido ya objeto de estudio. Al parecer, el 
biodiesel sirve como co-sustrato para acelerar la tasa de degradación de los compuestos 
alifáticos y aromáticos (Álvarez et al., 2007; Öwsianiak et al., 2009). Por otro lado, la 
adición de etanol a la gasolina como aditivo oxigenante, hace que su eliminación pueda 
verse detenida por la degradación preferencial del etanol, haciendo que los BTEX 
(Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xilenos) permanezcan por más tiempo en el suelo 
(Osterreicher et al., 2009). 
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La biotecnología ha contribuido enormemente al tratamiento de contaminantes peligrosos, 
no sólo con técnicas que permiten identificar los organismos implicados en estos 
procesos, sino además, con la modificación genética de algunos microorganismos para 
potenciar así los sistemas biológicos alcanzando mejores tasas de degradación o el 
tratamiento de sustancias recalcitrantes o xenobióticas (Ike et al., 2007; Mohan et al., 
2009). 
 
La biorremediación se ha aplicado indistintamente para resolver una gran cantidad de 
problemas de orden ambiental en distintas industrias. Así, los efluentes de las minas 
pueden ser tratados por metodologías biológicas como lo estudian a escala de laboratorio 
Greben et al., 2009, para reducir la concentración de sulfato en el agua, usando celulosa 
en descomposición como fuente de carbono y energía. También se ha empleado para 
tratar metales pesados como el plomo, aplicando la bioaumentación (Huang et al., 2006). 
Además, se unen a la lista otros metales tóxicos pesados como el Ag, As, Bi, Cd, Cr, Cu, 
Hg, Li, Mo, Zn y Sn, usando autótrofos acidotermofilicos (Umrania V., 2006). 
 
Se puede incluir en la industria minera el tratamiento del cianuro en el suelo con la 
especie Pseudomona en un sistema inmovilizado (Shiomi et al., 2006) y el potencial de la 
biorremediación como una tecnología viable  para el tratamiento de compuestos que 
comúnmente contienen metales preciosos provenientes de los procesos de extracción en 
los efluentes (Barbosa et al., 2007). 
 
La biorremediación se ha empleado además para evaluar la degradación de suelo 
contaminado con material explosivo en reactores y por land farming, logrando mejores 
resultados para reducir la concentración de 2,4,6 trinitrotolueno (TNT) con el primer 
tratamiento (Boopathy y Clark, 2007). También se han realizado trabajos experimentales 
para el tratamiento de compuestos clorados, como lo es el caso específico de los 
pentaclorofenoles, usando complejos organominerales para tal fin (Dercová et al., 2006). 
 
Los procesos biológicos se han aplicado para tratar suelo contaminado con insecticidas, 
herbicidas y otros insumos agrícolas que han sido prohibidos en ciertos países, pero que 
se siguen empleando en otros. Este es el caso particular del hexaclorociclohexano, un 
insecticida del cual se ha valorado su posible degradación en el suelo con el empleo de la 
biorremediación (Bhatt et al., 2007). 
 
Son numerosos los estudios realizados a escala de laboratorio, ya que estos son los que 
permiten determinar la viabilidad técnica y económica de una metodología; como por 
ejemplo, los ensayos a esta escala para la remoción de PAH de un suelo contaminado 
con creosota tras la influencia de los hongos Pleurotos ostreatus e Irpex lacteus (Byss et 
al., 2008). 
 
De la misma manera se han llevado a cabo ambiciosos proyectos a escala real; es el caso 
de la biorremediación de un lodo aceitoso en un campo petrolero en Shengli al norte de 
China, donde se obtuvieron porcentajes de remoción del doble y el triple del alcanzado en 
el control (Liu et al., 2009). 
 
A pesar de décadas de investigación, las técnicas de biorremediación están en 
permanente cambio debido a la particularidad de cada caso (Rahman et al., 2003), con lo 
que resta mucho por descubrir y aprender en el tratamiento de sitios contaminados con 
desechos peligrosos o hidrocarburos del petróleo. 
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4.2. Marco teórico 
 
4.2.1. Contaminación del suelo 
 
“Los suelos tienen propiedades físicas y químicas muy diferentes, pero además están 
sometidos a distintas variaciones en la humedad, el pH y las condiciones de oxidación 
reducción. Cuando un suelo se encuentra contaminado afecta a varios medios como el 
aire, las aguas superficiales, las aguas subterráneas, el suelo y los receptores 
potenciales. Además, es una contaminación dinámica porque al moverse los 
contaminantes en el suelo a través de las capas más permeables se facilita su dispersión 
y esto hace que aumente el área afectada. 
 
La contaminación del suelo fundamentalmente se debe a fuentes antropogénicas; como: 
prácticas agrícolas, como el uso abusivo de fertilizantes y pesticidas inorgánicos, así 
como el uso de aguas residuales y abonos orgánicos; las explotaciones mineras y de 
procesado que incorporan al suelo elementos tóxicos procedentes de las minas; el 
transporte, como lo demuestran los suelos contaminados en los alrededores de 
carreteras; los procesos industriales, debido, por una parte, a las emisiones que pueden 
depositarse en suelos y vegetación, y por otra a los residuos industriales; metales 
pesados; hidrocarburos no halogenados e hidrocarburos halogenados; aceites minerales; 
pesticidas y los ya mencionados hidrocarburos del petróleo. 
 
La prevención, en primer lugar, debe de practicarse en origen, minimizando la producción 
de residuos a través de cambios practicados en los productos y procesos industriales. 
Otro paso a seguir es tomar medidas de aislamiento y control, a lo largo de los procesos 
productivos de todas las actividades industriales sospechosas de poder alterar las 
propiedades del suelo, así como en el almacenamiento y transporte de residuos que 
puedan contaminar el mismo. 
 
Para predecir la degradación es preciso conocer las características del suelo, ya que cada 
suelo tiene una capacidad amortiguadora de la contaminación, y prever como va a 
responder el suelo frente a procesos como los siguientes” (Millar et al., 1980):  
 
• Ácido-base, en este caso la respuesta dependerá del grado de saturación y de su 
capacidad de intercambio catiónico. Si la adición de ácido es grande, la capacidad de 
neutralización del suelo dependerá del contenido en minerales que tenga. 
 
• Precipitación-disolución, dependerá de su capacidad de reacción con los compuestos 
para precipitar como fosfatos, arseniatos y seleniatos; si son metales, precipitarán como 
sulfuros. 
 
• Adsorción-desorción, dependerá de las propiedades del suelo y de la materia orgánica; 
si contiene caliza activa se verá favorecida la adsorción. 
 
• Complejación, dependerá de la capacidad de los metales presentes en el suelo para 
formar complejos. 
 
4.2.2. Biorremediación del suelo 
 
La biorremediación del suelo usa los microorganismos para limpiar suelos contaminados, 
dichos microorganismos, con ayuda de componentes celulares y enzimas libres, se 
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encargan de consumir los compuestos contaminantes y siguiendo vías metabólicas son 
catalizadas por enzimas segregadas por  ellos, logrando realizar una mineralización 
(compuesto orgánico ⇒ CO2 + H2O), la humificación de los residuos o de agentes 
contaminantes y una alteración del estado de oxido-reducción de los metales. 
 
La biorremediación se basa en la activación de la degradación microbiana de compuestos 
en sitios contaminados, a través de mejorar factores ambientales, como son la 
concentración de nutrimentos, el contenido de agua, el pH, la temperatura, el intercambio 
de oxígeno y la disponibilidad de los contaminantes hacia los microorganismos. En 
comparación con las técnicas de remediación química, física y térmica, la remediación 
microbiológica del suelo ha probado principalmente ser la técnica más eficiente y 
económica para la limpieza de suelos contaminados (Riser, 1992). 
 
La biodegradación puede producirse en presencia de oxígeno (en condiciones aerobias) o 
sin él (en condiciones anaerobias). En la mayoría de los entornos subterráneos se 
produce la biodegradación de contaminantes tanto en forma aerobia como en forma 
anaerobia. Los microorganismos descomponen los contaminantes orgánicos en productos 
inocuos, principalmente dióxido de carbono y agua en el caso de la biodegradación 
aerobia. Una vez degradados los contaminantes, la población de microorganismos 
disminuye porque ha agotado su fuente de alimentos (Rittmann y McCarty, 2001).   
 
Las ventajas más importantes de la biorremediación son entre otras: es un proceso 
natural, la recuperación de los productos remediados es principalmente inofensiva y los 
suelos descontaminados pueden ser reutilizados (Testa et al., 1991). La biorremediación 
es una atractiva técnica empleada en la limpieza de hidrocarburos del petróleo 
derramados en el suelo; ello porque es de simple mantenimiento, es aplicable sobre 
grandes extensiones, es de bajo costo y permite completar la eliminación del 
contaminante (Huesemann, 1994). La biorremediación es un método muy empleado en el 
suelo, si la concentración de los contaminantes es moderada y las técnicas de carácter 
químico o físico no son económicamente aplicables. La elección del método de 
biorremediación depende del tipo, movilidad y concentración del contaminante y del futuro 
empleo del suelo (Maike y Filser, 2007). 
 
Los procesos de bioremediación pueden ser divididos en tres clases. Primero, en 
atenuación natural, donde la concentración de contaminantes es reducida por los 
microorganismos nativos del suelo. Segundo, el empleo de la bioestimulación, donde se 
adicionan nutrientes y oxígeno al sistema para mejorar su efectividad y acelerar la 
biodegradación. Finalmente la bioaumentación, en donde se inocula el sistema con un 
microorganismo apropiado (Salinas et al., 2007). 
 
4.2.2.1. Atenuación natural 
 
La atenuación natural es un método de remediación pasiva que depende de los procesos 
naturales para degradar y disminuir los contaminantes en el suelo y el agua subterránea 
(Kao, 2001). Los resultados de la atenuación natural dependen de la presencia o ausencia 
de los microorganismos degradadores adecuados, oxígeno disuelto y el nivel de 
nutrientes y de la biodisponibilidad de los contaminantes (Menéndez et al., 2007). 
 
Los procesos que contribuyen a la atenuación natural generalmente se encuentran en 
muchos lugares, pero con diferencias en cuanto a la aceleridad y a la eficacia según el 
tipo de contaminante y las características físicas, químicas y biológicas del suelo y del 
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agua subterránea. Los procesos de atenuación natural a menudo se clasifican en 
destructivos y no destructivos. Los procesos destructivos destruyen el contaminante. Los 
procesos no destructivos no destruyen el  contaminante, sino que reducen su 
concentración. Los procesos de atenuación natural pueden reducir la masa del 
contaminante por medio de procesos destructivos tales como biodegradación y 
transformaciones químicas (Riser, 1992).  
 
Los suelos con gran cantidad de materia orgánica, como las zonas pantanosas o antiguos 
pantanos, con frecuencia son aptos para la atenuación natural. Ciertas formaciones 
geológicas, como acuíferos de lecho rocoso fracturado o zonas calizas, son menos 
apropiadas para la atenuación natural porque en estos entornos a menudo hay suelos 
muy diversos que ocasionan un flujo imprevisible del agua subterránea y dificultan la 
previsión del movimiento de los contaminantes. Los suelos contaminados con 
hidrocarburos del petróleo en el tiempo van adquiriendo microorganismos que luego de 
frenar la fuga son la génesis del proceso de atenuación natural estimulada (Macnaughton 
et al., 1999). 
 
4.2.2.2. La bioestimulación 
 
La bioestimulación es el método más empleado para reducir la concentración del 
contaminante (Cunningham y Philip, 2000). En la bioestimulación la actividad natural de 
los microorganismos es estimulada por la circulación de soluciones a través del suelo 
contaminado. Nutrientes (nitrógeno y fósforo), oxígeno, entre otros que pueden ser 
empleados para estimular la biorremediación (Salinas, 2007) 
 
La atenuación natural estimulada podría ser una opción aceptable para lugares donde se 
haya reducido la concentración de contaminantes como resultado de la aplicación de 
algunas medidas correctivas. Los procesos naturales generalmente son lentos. Se 
necesita una vigilancia a largo plazo para comprobar que la concentración de 
contaminantes disminuya continuamente lo suficiente para que no se convierta en una 
amenaza para la salud (Nyer, 1993).    
 
Antes de iniciar la biorremediación in situ propiamente dicha, es importante establecer el 
potencial de los microorganismos endógenos para metabolizar el material contaminante y 
valorar los factores limitantes a ser controlados durante el tratamiento. Otra condición que 
debe ser considerada para una biorremediación efectiva es el estado de los niveles de 
nutrientes en el lugar afectado (Menéndez, 2007). 
 
Factores tales como la temperatura, la limitación de nutrientes y la disponibilidad de 
humedad, reducen la biodegradación de hidrocarburos. Identificar estos factores 
limitantes es entonces de gran importancia para favorecer la biodegradación (Borrasen y 
Rike, 2007). 
 
Aunque los microorganismos con la capacidad para degradar petróleo crudo se hallan 
distribuidos en todos los ambientes terrestres y marinos, una de las dificultades de la 
biorremediación es que ella se realiza en ambientes naturales, los cuales contienen 
diversos microorganismos no caracterizados. Además dos problemas medio ambientales 
ocurren bajo condiciones completamente diferentes (Watanabe, 2001) 
 
Si bien un aspecto crítico es la presencia de bacterias con la capacidad degradadora; la 
biodisponibilidad es un factor de mucho más importancia en los procesos de 
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biodegradación. Los microorganismos degradadores de hidrocarburos producen una 
variedad de surfatantes activos que contribuyen a mejorar la biodisponibilidad, pero en 
ocasiones es necesario adicionar surfatantes cuando los contaminantes son altamente 
hidrofóbicos y/o seguramente adsorbidos por las partículas o materia orgánica del suelo 
(Menéndez et al., 2007). 
 
Para la efectiva bioremediación del suelo contaminado con hidrocarburos se requiere una 
mezcla de múltiples géneros de microorganismos, cada uno capaz de metabolizar 
diferentes compuestos. Por ello entender la taxonomía de los microorganismos ayuda 
enormemente a determinar las mejores condiciones para la bioestimulación (Salinas et al., 
2007). 
 
4.2.2.3. La bioaumentación 
 
La bioaumentación de los suelos contaminados se puede determinar por una serie de 
pruebas de laboratorio, especialmente de caracterización de las poblaciones de 
microorganismos y del estudio en microcosmos, sumado a la evaluación de los 
microorganismos con capacidad para colonizar y degradar a los contaminantes del suelo 
(Sabaté et al., 2004). 
 
Las complejas propiedades biológicas, químicas y físicas de los suelos pueden reducir las 
poblaciones introducidas de microorganismos por relaciones antagónicas (factores 
bióticos), como prelación y competencia con la población de microorganismos autóctonos, 
también como por estrés fisiológico causado por factores abióticos tales como el pH, la 
disponibilidad de agua y aire, la temperatura, y en el caso especial de los hidrocarburos 
poli aromáticos (PAHs de sus siglas en inglés, Polycyclic Aromactic Hydrocarbons), la 
disponibilidad del carbono y una fuente de energía (Semple et al., 2006). 
 
La supervivencia y adaptación de los organismos degradadores introducidos o autóctonos 
en el sitio contaminado es de gran importancia para el éxito de la biorremediación. El 
monitoreo de los cambios en las poblaciones de microorganismos degradadores es 
esencial para establecer y mantener las condiciones favorables para dichos 
microorganismos (Phrommanich et al., 2007). 
 
Los microorganismos capaces de degradar contaminantes orgánicos en cultivos pueden 
abandonar su función cuando se inocula en ambientes naturales, porque ellos pueden ser 
susceptibles a toxinas o depredadores en el medio ambiente (Márquez et al., 2001). 
 
El suelo contaminado a menudo es deficiente en materia orgánica y tiene baja actividad 
microbiana. Usualmente las comunidades bacterianas están adaptadas a la presencia de 
los contaminantes, pero otras condiciones ambientales tales como disponibilidad de 
nutrientes y concentración de oxígeno pueden ser desfavorables; así, la degradación 
microbiana de los contaminantes in situ es lenta (Lee et al., 2007). 
 
La actividad microbiana es estimulada por la adición de materia orgánica al suelo. La 
material orgánica mejora mucho las propiedades químicas y físicas del suelo tales como 
la capacidad de retención de agua, aireación, pH, la capacidad de recambio iónico (Brady 
y Weil, 1998). Estas propiedades influyen directamente sobre las poblaciones de los 
microorganismos endógenos y pueden mejorar su capacidad para degradar hidrocarburos 
y otros contaminantes basados en el carbono (Weelman et al., 2001). 
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Debido a que la biorremediación in situ no implica excavación, los costos y molestias de 
excavación y transporte son eliminados, es por ello que la biorremediación es uno de los 
pocos procesos de tratamiento actualmente aceptados. La mayor desventaja de esta 
tecnología es que no todos los compuestos químicos pueden ser degradados por los 
microorganismos y la acumulación de metabolitos tóxicos durante la remediación del 
suelo no puede ser excluida (Reddi y Inyand, 2000). 
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5. METODOLOGÍA 
 
 
 
 
Este trabajo se desarrolló empleando un suelo extraído de los predios de la Universidad 
Nacional de Colombia – Sede Medellín, Facultad de Agronomía; el cual fue contaminado 
con gasolina y diesel en igual proporción. En la experimentación a escala de laboratorio 
se montaron tres tratamientos: atenuación natural (B), bioestimulación (C) y 
bioaumentación (D), al igual que un tratamiento que sirvió de control (A).  
 
Antes de dar comienzo a los tratamientos se realizaron distintas actividades para la 
caracterización del suelo y su esterilización (caso tratamiento A), cálculo de la dosificación 
de nutrientes (caso tratamientos C y D), selección del inóculo (caso tratamiento D) y el 
posterior montaje en las bandejas.  La metodología fue la siguiente: 
 
5.1. Caracterización del suelo 
 
Para caracterizar el suelo se determinaron sus principales propiedades físicas, químicas y 
biológicas; este se eligió dado su carácter arcilloso representativo de las estaciones de 
servicio en el área urbana de Medellín. A continuación se describen los parámetros 
determinados y la técnica empleada (Domínguez y Aguilera, 1990): 
 
Tabla 1. Pruebas realizadas y el método por el cual se determinaron los diferentes parámetros 
físicos, químicos y biológicos. 
PRUEBA TÉCNICA ANALÍTICA (método) 
1. Densidad aparente  Parafina 
2. Densidad real Picnómetro  
3. Contenido de agua Estufa  
4. Porosidad Diferencia porcentual  
5. Textura  Bouyoucos * 
6. Fósforo disponible  Bray II * 
7. Materia orgánica Walkley-Black * 
8. Nitrógeno total Kjeldahl * 
9. Potencial hidrógeno, pH  Agua (1:1) * 
10. Conteo de bacterias aerobias en placa  Cuenta en placa 
11. Capacidad máxima de retención de agua  Uchi 
12. Conductividad eléctrica Extracto de saturación* 
13. NO3 Sulfato de aluminio 0.025M* 
14. NH4 KCl 1M* 
15. Granulometría Cribado por mallas 
Nota: los métodos indicados con el signo (*) fueron realizados al inicio y al final del 
experimento en el Laboratorio de Suelos de la Universidad Nacional de Colombia - Medellín. 
 
5.2. Pretratamiento y esterilización del suelo 
 
El suelo para todos los tratamientos se secó y posteriormente fue tamizado a tamaños de 
partícula entre 2 y 2.36mm (tamices Pinzuar) para garantizar que el proceso fuera 
aeróbico y se lograra además una distribución más homogénea del combustible en el 
suelo. Después de tamizado se pusieron 6kg del suelo para su esterilización (tratamiento 
A) en una autoclave operando a una temperatura de 121ºC y una presión de 1.5 Kg/cm2 
durante 4 horas. 
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5.3. Dosis de nutrientes 
 
Los nutrientes empleados para realizar la bioestimulación en las bandejas (tratamientos C 
y D) fueron úrea al 99.8% de pureza (CH4N2O, Gentech) y fosfato de potasio dibásico 
(K2HPO4, Mallinckrodt AR®). Su dosificación fue calculada empleando la ecuación de 
McCarty (Cookson, 1995) en una proporción de C:N:P de 100:17,50:1,75 y su aplicación 
se llevó a cabo en 8 pulsos iguales semanalmente en el agua empleada para controlar la 
humedad. No se adicionó una fuente de oxígeno debido a que se mezcló el suelo de 
forma periódica cada 3 días a excepción del tratamiento B.  
 
5.4. Selección de inóculo para el tratamiento por bioaumentación 
 
El inóculo empleado para realizar la bioaumentación en el tratamiento D fue el Bacillus 
sp., el cual fue aislado de un suelo de cantera de un terreno dedicado a la reparación y el 
mantenimiento de maquinaria pesada. A la vez, dicho microorganismo fue inoculado 
previamente en suelo estéril contaminado con diesel para evaluar su respuesta y 
constatar a priori su posible comportamiento durante el experimento a escala de 
laboratorio.  
 
5.5. Montaje del experimento a escala de laboratorio 
 
En el laboratorio de Microbiología Industrial de la Universidad Nacional de Colombia – 
Medellín, se realizó el vertido de la mezcla de combustibles gasolina-diesel en igual 
cantidad (10000mg/kg de suelo seco en total) en bandejas de un volumen nominal de 
9000 cm3, las cuales contenían 2kg de suelo cada una para los siguientes tratamientos: 
suelo estéril más combustibles (A, control);  suelo más combustibles (B, atenuación 
natural); suelo más combustibles y nutrientes (C, bioestimulación); y suelo más 
combustible, nutrientes e inóculo (D, bioestimulación), ver fotografía 1 en el anexo III. Los 
cuatro tratamientos se realizaron por triplicado y el suelo tenía las mismas condiciones 
iniciales, con excepción del tratamiento A que debió ser esterilizado previamente. El 
experimento tuvo una duración de tres meses, midiendo el porcentaje de humedad, la 
temperatura y el pH del suelo cada semana. 
 
5.6. Control y seguimiento del experimento  
 
Para asegurar la correcta ejecución de los tratamiento se llevó a cabo un control de la 
humedad manteniéndola por debajo del 25%, a la vez que se realizó un seguimiento del 
sistema en lo que respecta a las condiciones más apropiadas para la proliferación de los 
microorganismos, tales como: el pH y la temperatura del suelo. También se hizo la adición 
de nutrientes (sólo en los casos C y D) y la determinación de los hidrocarburos totales de 
petróleo.  Adicionalmente, se adicionaron dosis de HCl 2M al tratamiento control para 
inhibir el crecimiento de las bacterias durante las primeras 7 semanas (Pao et al., 2008). 
 
5.7. Diseño del experimento 
 
Se empleó un diseño experimental completamente al azar de un factor (la concentración 
remanente de hidrocarburos totales de petróleo en el suelo) y cuatro niveles (tratamientos 
A, B, C y D). Al final del experimento se hizo una prueba de comparación de las medias 
entre los niveles para determinar la diferencia significativa y el tratamiento que presentara 
mayor degradación. Este método se basa en la metodología de análisis de varianza 
(Montgomery y Runger, 2003). 
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A: control, suelo esterilizado previamente más contaminantes (gasolina – diesel). 
B: suelo más contaminantes (gasolina – diesel).  
C: suelo más contaminantes (gasolina – diesel) y nutrientes.  
D: suelo más contaminantes (gasolina – diesel), nutrientes e inóculo. 
 
Tabla 2. Matriz de experimentos para la biodegradación de hidrocarburos, gasolina – diesel. 
Nivel de tratamiento Número de 
experimento A B C D 
[HTP]0 X01 X01 X01 X01 
[HTP]f XF1, XF2, XF3  XF1, XF2, XF3 XF1, XF2, XF3 XF1, XF2, XF3 
 
X: es el factor medible (la concentración remanente de HTP en el suelo). 
0: corresponden al muestreo inicial 
F: se refieren al muestro final a los 3 meses del tratamiento. 
1, 2 y 3: se refiere al número de replica por tratamiento. 
 
5.8. Materiales y procedimientos 
 
El suelo empleado en los distintos tratamientos no había sido contaminado anteriormente 
con hidrocarburos. La concentración inicial de contaminante para todos los tratamientos 
fue de 10000 ppm. Los reactivos empleados cumplían con las especificaciones y pureza 
determinadas por cada método experimental. 
 
5.8.1. Conteo en placas 
 
Para el proceso de conteo en placas se aplicó el método propuesto por Soil Science 
Society of America, Inc. y American Society of Agronomy, Inc. de Estados Unidos de 
Norteamérica (1984). En realidad con esta técnica no se pretendió poner en evidencia 
todos los microorganismos presentes en el suelo, dado que sólo una pequeña fracción   
de ellos se pueden replicar en el laboratorio (Friedrich et al., 1997). Dicho conteo evaluó 
microorganismos heterótrofos e hidrocarburoclastas en Unidades Formadoras de 
Colonias por gramo de suelo (UFC/g suelo) para bacterias empleando la siguiente 
ecuación: 
 
º 1
/ * *diluciónsuelo
dilución dilución suelo
VolumenN colonias
UFC g
ml factor g
=       (1) 
 
5.8.1.1. Cuenta de microorganismos heterótrofos 
 
Las diluciones se realizaron depositando 1g de suelo sobre 9 ml de agua. Luego, se 
tomaron 150 µl de cada dilución para inocular las cajas (10-3 – 10-8), las cuales contenían 
el medio Luria Bertani, LB marca DifcoTM (Laboratorio de Compuestos Xenobióticos. 
Biotecnología y Bioingeniería. CINVESTAV). Las cajas permanecieron a temperatura 
ambiente durante 3 días para realizar el conteo. 
 
5.8.1.2. Cuenta de microorganismos hidrocarburoclastas 
 
Para la cuenta de microorganismos que utilizan hidrocarburos como fuente de carbono y 
energía (hidrocarburoclastas), se utilizó un medio mineral conocido como Bushnell – Hass 
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(BH) marca DifcoTM, que contenía: 1.0 g/l de (NH4)2HPO4, 1.0 g/l de KPO4, 1.0 g/l de 
NO3PO4, 0.2 g/l de MgSO4, 0.02 g/l de CaCl2, 0.05 g/l de FeCl3 y el 2% de agar nutritivo. 
Cuando las cajas estaban gelificadas, se adicionaron 100µl de diesel como fuente de 
carbono y energía, los cuales fueron esparcidos homogéneamente en la superficie del 
medio con un movimiento lento de la placa (Laboratorio de Compuestos Xenobioticos. 
Biotecnología y Bioingeniería. CINVESTAV). Luego, se tomaron 150 µl de cada dilución 
para inocular las cajas (10-3 – 10-8) que permanecieron a temperatura ambiente durante 7 
días para realizar el conteo. 
 
5.8.2. Extracción de los Hidrocarburos Totales de Petróleo  
 
Para realizar la recuperación de los hidrocarburos del suelo, se empleó el método de la 
agitación - centrifugación (Schwab et al., 1999), ver fotografía 2 en el anexo III. Este 
método fue diseñado para superar las desventajas del método Soxhlet de extracción, 
aprobado por la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos de América, 
tales como: los largos períodos de extracción y la baja efectividad con los compuestos 
volátiles. El procedimiento fue el siguiente: 
 
En viales de polipropileno de 50ml para centrifuga se deposito 1g de suelo seco al cual se 
le adicionaron 2.5g de Na2SO4 anhidro, marca Panreac. Luego se le agregó a cada vial 
5ml de diclorometano marca Chemi, grado analítico y se llevo al vortex por 90 segundos. 
Las muestras fueron centrifugadas en un equipo Jouan serie MR22 a  7000 rpm durante 
20 minutos. El proceso de lavado del suelo se repitió dos veces más sobre el residuo 
sólido remanente hasta lograr  un volumen de 15ml de sobrenadante. Se empleó un 
rotoevaporador Heidolph (Laborota 4003-control)  operando a una temperatura de 40ºC y 
una presión de 740mmHg para separar el extracto orgánico del solvente, el cual 
finalmente se resuspendió en 1ml de diclorometano en viales de 1.5 ml marca Agilent de 
ámbar provistos de tapas roscadas con tapón de teflón. Las muestras fueron 
almacenadas a una temperatura de -5ºC hasta finalizar los muestreos para ser analizadas 
como se describe a continuación. 
 
5.8.3. Análisis de los Hidrocarburos Totales de Petróleo (HTP) 
 
Luego de realizar la extracción de los HTP se determinó la concentración de estos en el 
suelo empleando cromatografía de gas acoplada a espectrofotometría de masas, la cual 
se llevó a cabo en el Laboratorio de Análisis Instrumental de la Universidad Nacional de 
Colombia – Medellín. Se utilizó un cromatógrafo marca Agilent serie 6890N con un 
detector selectivo de masas Agilent 5973 Network y un inyector Agilent 7683. Se empleó 
una columna DB-TPH -123-1632 marca Agilent Technologies de 30m de longitud, 0.32mm 
de diámetro y una película del empaque de 0.25µm. Todas las muestras fueron corridas 
bajo las siguientes condiciones: la temperatura inicial fue de 60ºC durante 2 minutos, 
posteriormente la temperatura aumentó 8ºC por minuto hasta alcanzar una temperatura 
de 300ºC manteniéndose allí por 8 minutos más; la temperatura del inyector se mantuvo a 
250ºC; mientras que la temperatura del detector fue de 340ºC; el gas de arrastre usado 
fue hidrógeno trabajando a un flujo constante de 2ml por minuto (Nocentini et al., 2000). 
La concentración de contaminante en las muestras fue identificada y cuantificada con un 
estándar que contenía una mezcla de hidrocarburos alifáticos de C8-C40 (S-4149-500-MX, 
Chiron AS) con un total de 35 analitos resuspendidos en disulfuro de carbono-
diclorometano (3:1).   
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5.8.4. Densidad aparente (ρa) 
 
La densidad aparente se determinó con el método de la parafina en el Laboratorio de 
Conservación y Propiedades Físicas del Suelo de la Universidad Nacional de Colombia - 
Medellín (Métodos analíticos del laboratorio de suelos IGAC, 1990). 
 
5.8.5. Densidad real (ρr) 
 
La densidad real del suelo se determinó por el método del picnómetro en el Laboratorio de 
Riegos y Drenajes de la Universidad Nacional de Colombia - Medellín (Métodos analíticos 
del laboratorio de suelos IGAC, 1990). 
 
5.8.6. Porosidad (η) 
 
La porosidad se estableció a partir de la relación porcentual entre la densidad real y 
aparente de acuerdo a la siguiente ecuación: 
 





 −
=
r
ar
ρ
ρρ
η 100%              (2) 
 
5.8.7. Contenido de agua 
 
Se pesó el recipiente vacío, seco y limpio (Pb) y luego se peso con el suelo húmedo 
(Pshb). Se secó a 105°C por 24 horas y luego se llevó al desecador hasta peso constante. 
Finalmente se pesó el recipiente y el suelo seco (Pssb). El contenido de agua se calculó 
con la siguiente ecuación: 
)(
100)(
%
PbPssb
PssbPshb
g
−
−
=θ   (3) 
 
5.8.8. Capacidad máxima de retención de agua  
 
Para la determinación de la máxima capacidad de  humedad del suelo se empleó el 
método utilizado en el Laboratorio de Suelos de la Universidad nacional – Medellín, cuyo 
procedimiento es el siguiente: 
 
Se midió la masa de la cápsula de porcelana más el papel filtro húmedo (Mcp) ubicándolo 
en la base de este recipiente. Después se adicionó a la cápsula de porcelana una masa 
conocida de suelo seco (Mss) de manera que no superara una altura de 1.5 cm con 
respecto a la base de porcelana, determinando la masa del conjunto cápsula + papel + 
suelo seco (Mcp + Mss). Se golpeó suavemente la base de la cápsula sobre madera para 
compactar el suelo y mantener la continuidad de los poros. Luego, se transfirió el conjunto 
a una cámara de humedad, de manera que la base de  la cápsula estuviera en contacto 
con la superficie de la lámina de agua y se esperó hasta que el agua alcanzara la 
superficie del suelo tapando la cámara de humedad y se mantuvo en un lugar fresco 
durante toda la noche. Luego de 12 horas se removió el agua de la cámara y se colocó  
nuevamente la tapa, permaneciendo así durante 2 horas. Finalmente, se determinó la 
masa del conjunto incluyendo la masa del suelo saturado (Msat) es decir, cápsula + papel 
+ suelo saturado (Mcp + Msat). 
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La máxima capacidad de retención de humedad del suelo se calculó empleando la 
siguiente ecuación:  
 
MCRH = (((Mcp + Msat) – (Mcp + Mss)) / ((Mcp + Mss) – Mcp)) * 100    (4) 
 
5.8.9. Granulometría 
 
La granulometría del suelo se determinó en el Laboratorio de Conservación y Propiedades 
Físicas del Suelo de la Universidad Nacional de Colombia-Medellín, empleando un juego 
de mallas marca Pinzuar con especificaciones  ASTM: No. 1/4 (6.35mm), No. 4 (4.76mm), 
No. 8 (2.36mm), No. 10 (2.00 mm), No. 20 (0.84 mm) y No. 100 (0.149 mm).  
 
5.8.10. Prueba de respirometría del suelo 
 
Para esta prueba se utilizó el suelo  seco y tamizado a tamaños de partícula entre 2 y  
2.36mm para garantizar que el proceso fuera aerobio. Luego de tamizado el suelo se 
esterilizó a una temperatura de 121ºC y una presión de 1.3 Kg/cm2 durante 4 horas. El 
experimento de dos factores (diesel y bacterias) se realizó por triplicado montando así 24 
(2x4x3) unidades experimentales y tres controles, ver fotografía 3 en el anexo III.  
 
A  cada una de las unidades experimentales con excepción de los controles se le adicionó 
50g de suelo estéril, luego se les agregó 3ml de diesel para garantizar una concentración 
de 50000 ppm. Después de mezclar por un minuto se inóculo con 5ml de los 
microorganismos denominados Sca, Scov o As2, previamente crecidos en medio Luria 
Bertani (LB), durante 24 h a 200rpm y una temperatura de 37ºC. Para los controles se 
sustituyó el diesel o el inóculo con un volumen igual de agua. A todas las unidades 
experimentales se les dispuso en el centro un beaker con 10ml de NaOH 1M, con un pH 
de 13.98. Con el fin de garantizar la humedad del suelo al 26% se les vertió 5ml de agua 
estéril. Todos los recipientes se cerraron herméticamente y se mantuvieron sin presencia 
de luz durante 15 días. Finalmente se midió el pH de cada solución de NaOH y se realizó 
una relación estequiométrica para determinar la producción de CO2. 
 
5.8.11. Prueba de ecotoxicidad directa 
 
Se empleó la prueba de toxicidad directa (Wilson et al., 2002) sobre el organismo de 
prueba Eisenia andrei (suministrado por Lombricol S.A.) usando el suelo de los distintos 
tratamientos (B, atenuación natural; C, bioestimulación y D, bioaumentación) al finalizar el 
experimento a escala de laboratorio, para establecer el efecto de la concentración 
remanente de HTP y el cambio de pH sobre este organismo representativo de la biota del 
subsuelo. Se mezclaron 200g de suelo de cada tratamiento con 50g del mismo sin 
contaminar.  El experimento contó con dos controles: uno positivo,  suelo contaminado en 
la misma concentración inicial y un control negativo, suelo sin contaminar. Los 
tratamientos se denominaron así: 
 
C+: control positivo, contaminado con 10000ppm de gasolina-diesel en igual proporción. 
C-: control negativo, suelo de la misma procedencia sin contaminar. 
B: suelo luego de tres meses de tratamiento por atenuación natural. 
C: suelo luego de tres meses de tratamiento por bioestimulación. 
D: suelo luego de tres meses de tratamiento por bioaumentación. 
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Para cada tratamiento se montaron 4 repeticiones para un total de 20 unidades 
experimentales, ver fotografía 4 en el anexo III. La humedad se ajustó alrededor del 40% 
y el pH varió dependiendo de cada tratamiento. En cada contenedor de vidrio de 500ml se 
depositaron 10 lombrices juveniles, con el intestino limpio, lavadas, secadas y pesadas. El 
experimento se mantuvo a una temperatura de 25+/-1ºC con una exposición a la luz día 
de manera continua. La variable medida fue la tasa de mortalidad para lo cual se 
revisaron y contaron las lombrices en cada contenedor cada tres días durante 15 días. 
 
Los resultados de los conteos  se emplearon para calcular el TL50, que es la mediana del 
tiempo necesario para que mueran la mitad de los organismos.  Este análisis se realizó 
con el modelo de Hill: 
  
50
( )
nH
nH nH
x
f x
x TL
=
+
       (5) 
 
nH: número de Hill 
 
5.8.12. Aislamiento de los microorganismos y caracterización molecular 
 
El aislamiento de los microorganismos con capacidad para degradar los hidrocarburos se 
realizó en medio Bushnell-Hass (BH), utilizando combustible diesel como fuente de 
carbono y energía, ver fotografía 5 en el anexo III. De este medio se seleccionaron los 
microorganismos y  luego fueron sembrados en medio Luria Bertani (LB) para su 
purificación.  
 
La caracterización molecular de los microorganismos se realizó mediante secuenciación 
del gen ribosomal 16S (16S rDNA). La amplificación del gen ribosomal 16S se hizo por 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando los primers universales pC5B: 5’-
TACCTTGTTACGACTT-3’ y pA: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ (Ranjard et al., 
1998), ver fotografía 6 en el anexo III. La secuenciación del producto de PCR fue 
realizada por Macrogen Inc., Seoul, Korea (www.macrogen.com) y depositada en 
Genbank. La similitud con otras secuencias se determinó haciendo una búsqueda con el 
programa BLAST en Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
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6. RESULTADOS  
 
 
 
 
6.1. Análisis del suelo 
 
La textura del suelo reportada en la tabla 4 lo clasifica como un suelo arcilloso, resultado 
que es apoyado por su capacidad de retención de humedad del 66,20% presentado en la 
tabla 3 empleando la ecuación 4.   
 
Tabla 3. Resultados de la máxima capacidad de retención de humedad (MCRH) del suelo. 
Muestra Mcp (g) 
Mcp+ Mss 
(g) 
Mcp+Msat 
(g) 
MCRH (%) 
Promedio 
(%) 
1 8,47 12,7 15,54 67,14 
2 8,73 13,11 16,07 67,58 
3 8,58 12,58 15,14 64,00 
66,20 
                 Mcp: masa de la cápsula de porcelana más el papel filtro húmedo. 
                 Mss: masa conocida de suelo seco. 
                 Msat: masa del suelo saturado. 
 
La tabla 4 reporta los valores de 13 parámetros más, medidos al suelo previo a su 
contaminación (columna 2) y después de realizados los tratamientos luego de 3 meses 
(columnas 3, 4, 5, y 6).    
 
Tabla 4. Resultados de los análisis físicos y químicos del suelo sin contaminar y al final de los 
distintos tratamientos aplicados. 
Valores después de los tratamientos 
Parámetro medido Valor inicial Tratamiento 
A 
Tratamiento 
B 
Tratamiento 
C 
Tratamiento 
D 
Textura Ar FA Ar Ar Ar 
Arena (%) 20 56 26 28 26 
Limo (%) 28 42 24 26 24 
Arcilla (%) 52 2 50 46 50 
Aluminio (cmolc/kg) 0,4 26,8 0,4 nd nd 
Potasio (cmolc/kg) 0,12 0,18 0,18 1,26 1,36 
pH 5,4 2,6 5,3 7,6 7,4 
C.E. (dS/m) 0,2 42 0,3 0,6 1 
M.O. (%) 3,6 4,9 5,9 5,5 5 
Fósforo (mg/kg) 20 23 18 43 57 
N-NO3- (mg/kg) 7 nd nd 6 7 
N-NH4(mg/kg) 16 15 10 1300 1300 
Nitrógeno (%) 0,24 0,28 0,26 0,4 0,38 
Código análisis SI1804 SI2633 SI2634 SI2635 SI2636 
En la tabla Ar: Arcilla, FA: Franco Arenoso, nd: no detectable, C.E.: Conductividad Eléctrica, M.O.: 
Materia Orgánica. 
 
Los valores iniciales para el fósforo disponible de 20mg/kg de suelo, N como NO3
- de 
7mg/kg de suelo, N como NH4 de 16mg/kg de suelo y nitrógeno total del 0,24%; indican 
que tenía una fuente de nutrientes aceptable. Con dichos valores se realizó el cálculo 
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correspondiente para determinar la dosificación de nutrientes necesaria y satisfacer los 
requerimientos metabólicos de los microorganismos del suelo. 
 
Además de los parámetros medidos ya mencionados también se determinaron la 
densidad real (2,68 g/cm3) reportada en la tabla 5 y la densidad aparente (1,40 g/cm3), 
tabla 6. La relación porcentual de estas dos densidades permitió cuantificar la porosidad 
del suelo en un valor de 47,76% calculada usando la ecuación 2. 
 
Tabla 5. Determinación de la densidad real por el método del picnómetro 
Muestra Peso (g) 
Picnómetro 
seco (g) 
Picnómetro 
+ suelo (g) 
Picnómetro 
lleno (g) 
Picnómetro 
+ agua (g) Densidad  
1 4,06 52,2 56,26 154,45 151,78 2,92 
2 4,02 53,09 57,1 155,3 152,83 2,60 
3 4,03 54,9 58,92 156,86 154,38 2,61 
4 4,09 53,6 57,69 156,08 153,55 2,62 
5 4,05 51,2 55,25 153,25 150,73 2,65 
DENSIDAD REAL PROMEDIO (g/cm3) 2,68 
 
Tabla 6. Determinación de la densidad aparente por el método de la parafina 
Muestra 
Peso 
suelo 
seco 
(g) 
Peso 
húmedo+parafina 
al aire (g) 
Peso 
húmedo+parafina 
en agua (g) 
Peso 
parafina 
(g) 
Volumen 
parafina 
(cm3) 
volumen 
del 
suelo 
(cm3) 
Densidad 
aparente 
(g/cm3) 
1 16,95 23,60 9,01 2,16 2,427 12,163 1,39 
9,54 12,13 4,49 1,02 1,146 6,494 1,47 2 
3 12,51 18,16 6,86 1,66 1,865 9,435 1,33 
PROMEDIO DENSIDAD APARENTE (g/cm3) 1,40 
 
Con el análisis granulométrico del suelo se estableció el d80 en 4,48mm como se observa 
en la tabla 7, este resultado se interpreta como el porcentaje de las partículas del suelo 
que después del secado pasaron por la malla 4, es decir, que tienen un tamaño inferior a 
4,48mm.  
 
Tabla 7. Granulometría del suelo previo a su contaminación 
Malla     
Peso 
retenido (g) 
peso 
acumulado 
(g) 
% retenido 
% 
acumulado 
+1/4 22,295 22,295 4,80 4,80 
-1/4 +4 40,53 62,825 8,73 13,53 
-4 +8 260,04 322,865 56,01 69,54 
-8 +10 63,048 385,913 13,58 83,12 
-10 +20 74,089 460,002 15,96 99,08 
-100 4,273 464,275 0,92 100,00 
   d80 4,48 mm 
 
Respecto a los análisis finales del suelo luego de realizar los tratamientos, se observa que 
la textura de este cambio en el tratamiento control por la adición del ácido clorhídrico, el 
cual diluyó la arcilla liberándose el aluminio contenido en ella, incrementando su valor de 
0,4 cmolc/kg a 26,8 cmolc/kg (ver tabla 4). Así, la arcilla libero sus silicatos aumentando la 
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cantidad de arena y el aluminio presente actuó como un floculante, permitiendo que 
partículas pequeñas se aglomeraran debido a la diferencia de carga, registrando el 
aumento de los limos. De esta manera se modificaron las cantidades porcentuales para 
las arenas, limos y arcillas cambiando la textura del suelo pasando de un suelo arcilloso a 
un suelo franco arenoso. La alta cantidad de aluminio presente en el control disparó la 
conductividad eléctrica del suelo alcanzando un valor de 42dS/m, la cual en los otros 
tratamientos no pasa de 1 dS/m. 
 
La variación en el pH al final del experimento lo explican los diferentes tratamientos 
aplicados, los cuales alteraron la concentración de iones hidronio, logrando la  
disminución  de este parámetro en el tratamiento A hasta 2,6 y su aumento en los 
tratamientos C hasta 7,6 y D hasta 7,4. En el tratamiento B no se aprecia ningún cambio 
debido a que este no recibió ninguna sustancia adicional. 
 
La materia orgánica en el suelo se incrementó en todos los tratamientos debido a la 
adición de contaminante pasando del 3,6 al 4,9% en el tratamiento A, al 5,9% en el 
tratamiento B, al 5,5% en el tratamiento C y al 5,0% en el tratamiento D. La variación en 
los porcentajes finales de materia orgánica para los distintos tratamientos seguramente se 
debe a la cantidad remanente de hidrocarburos en el suelo y en menor medida al 
aumento de la biomasa.  
 
Así mismo, la cantidad de fósforo y potasio al final de los tratamientos se aumentó en los 
tratamientos C y D debido a la adición de K2HPO4. Debido al pH alcalino y el aumento de 
fósforo en los tratamientos con bioestimulación, se puede sugerir que hubo una menor 
biodisponibilidad para los microorganismos de los elementos menores como el calcio, el 
zinc y el magnesio. 
 
En los tratamientos con  la aplicación de nutrientes el amonio se incrementó por la adición 
de úrea, el cual representa la fuente más directa de nitrógeno para el crecimiento de los 
microorganismos (Fernández, 2006), mientras que en el tratamiento control no se 
presentó diferencia con la cantidad de amonio inicial; ello sugiere de manera indirecta la 
reducción de la actividad microbiana. Además, el tratamiento por atenuación natural 
presenta la reducción de una parte de la cantidad inicial del amonio y el agotamiento, así 
como en el control, de la concentración de nitrato. 
 
6.2. Cálculo de los nutrientes para realizar la bioestimulación 
 
A continuación se presenta el procedimiento seguido por medio de la ecuación de 
McCarty para establecer los requerimientos nutricionales según la cantidad de carbono 
aplicado durante la contaminación del suelo. 
 
Semireacción HD (donador de electrones) 
 
( ) 2 2 3
1 2
a b c d
a c a d
C H O N H O CO NH H e
z z z z
+ −−+ → + + +
                 (6) 
Donde z=4a+ b-2c-3d 
 
Semireaccción HA (aceptor de electrones) proceso aeróbico: 
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2 2
1 1
4 2
O H e H O+ −+ + →
                                                                     (7) 
 
Reacción para la síntesis celular Cs, cuando el amonio es la fuente de nitrógeno: 
 
2 3 5 7 2 2
1 1 1 2
4 20 20 5
CO NH H e C H O N H O+ −+ + + → +
                            (8) 
 
Nota: una composición aproximada de la estructura celular es C5H7O2N. El fósforo 
necesario para el crecimiento celular está aproximadamente entre una sexta a una 
décima parte del nitrógeno requerido. 
 
La reacción global será: R=HD+feHA+fsCs 
 
fe, fracción de la oxidación para energía. 
fs, fracción asociada con la generación de biomasa. 
 
Aplicando el modelo de McCarty a la gasolina, se obtiene la siguiente reacción global: 
 
C6H12+4.5O2+0.9NH3→0.9C5H7O2N+1.5CO2+4.2H2O                   (9) 
 
Aplicando el modelo de McCarty al diesel, se obtiene la siguiente reacción global: 
 
C15H30+11.25O2+2.25NH3→2.25C5H7O2N+3.75CO2+10.5H2O      (10) 
 
Las reacciones 8 y 9 conservan la misma relación de 1:2 entre el C:H. Además, la relación 
C:N es de 100:17.5, esta relación se encuentra entre el 10 y el 20%. 
 
Así, para 5g de gasolina y de acuerdo con la estequiometría de la ecuación 4, se 
requieren xg de NH3 
 
5g gasolina x 1 mol gasolina/84.18g gasolina x 0.9 mol NH3/1mol gasolina x 17gNH3/mol 
NH3 = 0.91g NH3  
 
Y para 5g de diesel y de acuerdo con la estequiometría de la ecuación 5, se requieren xg 
de NH3 
 
5g diesel x 1 mol diesel/210.45g diesel x 2.25 mol NH3/1mol diesel x 17gNH3/mol NH3 = 
0.91g NH3  
 
Observación: los requerimientos de amoniaco son los mismos para ambos combustibles 
dado que las fórmulas moleculares promediadas supuestas para cada uno conservan la 
misma relación de 1:2 entre el C:H. 
 
Así, el requerimiento de nitrógeno es: 
 
(0.91 x 2) g NH3 x 14gN/17g NH3= 1.50g N 
 
La cantidad de úrea necesaria para la bioestimulación es de: 
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1.50gN x 60g CH4N2O/28g N=3.21g de úrea 
 
El fósforo necesario para el crecimiento se calculó como una décima parte del nitrógeno 
requerido teniendo en cuenta la cantidad de fósforo que contenía el suelo. Así: 
 
0,13g P x 136.07g KH2PO4/30.97g P= 0.57g KH2PO4. 
 
Estas cantidades fueron suministradas semanalmente durante la prueba en 8 pulsos de 
igual concentración, así: 0.40g de úrea y 0.07g de KH2PO4. 
 
6.3. Aislados de interés en biorremediación 
 
Durante esta investigación y con el propósito de identificar aquellos microorganismos con 
capacidad para degradar los hidrocarburos, se aislaron un total de 16 cepas con gasolina 
como única fuente de carbono y energía, ver fotografía 7 en el anexo III. Estos aislados 
tenían dos procedencias distintas, así: 8 de ellas fueron aisladas de un suelo de cantera y 
las otras 8 se obtuvieron del suelo empleado en este trabajo, denominado “suelo tesis”. 
De estas últimas, 5 se aislaron de las bandejas durante el desarrollo de la experiencia. En 
la tabla 8 se reportan estos aislados con los resultados de la tinción de Gram y su 
morfología. 
  
Tabla 8. Cepas aisladas durante la investigación con su tinción de Gram y su morfología. 
Aislados Procedencia Tinción Gram Morfología 
As2  Suelo cantera positiva bacilo 
As3  Suelo cantera negativa bacilo 
As5  Suelo cantera negativa coco 
Asn  Suelo cantera positiva bacilo 
Scv  Suelo cantera negativa bacilo 
Scov  Suelo cantera negativa coco 
Scn  Suelo cantera negativa coco 
Sca  Suelo cantera negativa bacilo 
Sta Suelo tesis negativa coco 
Stv Suelo tesis negativa bacilo 
Stn Suelo tesis negativa coco 
A1 Suelo tesis negativa bacilo 
A2 Suelo tesis negativa coco 
A3 Suelo tesis negativa bacilo 
A4 Suelo tesis negativa bacilo 
A5 Suelo tesis negativa bacilo 
 
La evaluación de estos aislados para metabolizar los hidrocarburos como fuente de 
carbono y energía se realizó con gasolina y diesel, con excepción de las cepas A1 a A5 
que se obtuvieron durante el desarrollo de la experiencia en escala de laboratorio. 
 
Tabla 9. Resultados de la identificación molecular de los aislados As2, As3 y As5. 
Aislado Acceso Descripción 
Porcentaje 
de similitud 
E Primers 
As5 
DQ211691 
Achromobacter sp. LQX-8 secuencia parcial 
del RNA ribosomal 16S 
97% 0.0 pA 
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AJS34850.1 
Alcaligenes sp. DW104 partial 16S rRNA 
gene, isolate DW104 97% 0.0 pC5B 
As2 
FJ423741 
Bacillus sp As2 (2008). secuencia parcial 
del RNA ribosomal 16S 
98% 0.0 pC5B 
AY623816.1 
Pseudomona oleovorans secuencia parcial 
del RNA ribosomal 16S 
97% 0.0 pA 
As3 
EU071600.1 
Pseudomona stutzeri cepa EHFS1_S02He 
secuencia parcial del RNA ribosomal 16S 
97% 0.1 pA 
 
Del total de los 16 aislados se realizó la identificación molecular por secuenciación de 
cuatro de ellos; As1, As2, As3 y As5. Los resultados de esta identificación se muestran en 
la tabla 9. En ella, así como en la tabla 8 anterior no se reporta As1 debido a que este 
aislado resultó ser el mismo identificado como As5. La identificación preliminar se hizo 
con el fin de seleccionar un microorganismo adecuado para hacer la inoculación. 
 
6.4. Estudio preliminar con el inóculo 
 
La cepa As2 identificada molecularmente como Bacillus sp. (ver secuencia en el anexo I) 
aislado del suelo de cantera, se empleó como inóculo para el tratamiento por 
bioaumentación, ver fotografía 8 en el anexo III. Este microorganismo es una bacteria 
gram positiva aerobia comúnmente encontrada en el suelo. Tiene la habilidad  de formar 
una endospora protectora, la cual le confiere resistencia  a condiciones ambientalmente 
extremas. Para corroborar el desempeño de este microorganismo  en suelo contaminado 
con diesel se evaluó la producción de CO2 siguiendo el fenómeno experimental que se 
muestra a continuación, en un experimento donde se donde se inocularon los aislados 
Sca, As2 (Bacillus sp.) y Scov. Estos tres aislados se obtuvieron del suelo de cantera: 
 
 
CO2(g)                         CO2(disuelto) 
 
CO2(disuelto)  +  H2O(l)                         H2CO3(ac) 
 
H2CO3(ac)  +  H2O(l)                          H3
+O(ac)  +  HCO3
-
(ac) 
 
HCO3
-
(ac)  +  H2O(l)                                        H3
+O(ac)  +   CO3
2-
 (ac) 
 
2 H3
+O(ac)  +  2OH
-                            2 H2O(l) 
 
CO2(g)  +  2OH
-                          CO3
2-
 (ac)    +   H2O(l) 
 
La última expresión es la reacción global del proceso, en la cual por cada 2 moles de OH- 
reaccionan un mol de CO2.  Para la cuantificación del CO2 producido durante la prueba se 
realizaron los siguientes cálculos: 
 
• Se obtuvo el pOH de cada valor. Para el promedio de NaOH el pOH=14-
13.29=0.71. 
• Se estableció la diferencia absoluta de la concentración de OH-, como 10-pOH, entre 
la concentración de OH- final (cada dato) menos la concentración de OH- inicial (el 
promedio de NaOH). Obteniéndose valores en moles de OH-/l  
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• Se multiplicó el valor anterior por 0.5 debido a la estequiometria de la reacción, es 
decir, por cada mol de OH- en la reacción se consumió 0.5 mol de CO2. 
Obteniéndose valores en moles de CO2/l  
• Finalmente, se multiplicó el valor anterior por el volumen en litros de NaOH y se 
dividió por la masa total de suelo en cada recipiente, además se multiplicó por 
1.000.000 para convertir los moles a µmoles. Obteniéndose valores en µmoles de 
CO2/g de suelo. 
 
Los datos y resultados de la prueba de respirometría se muestran en las tablas 10 y 11 
respectivamente.  
 
Tabla 10. Datos del pH y resultados calculados de la producción de CO2 en µmol/g de suelo. 
NaOH 13,29 0,71 0,194984     
Bacterias pH pOH mol OH/l 
Diferencia 
Total umol CO2/g 
SD+Sca1 13,1 0,9 0,125893 0,069092 6,91 
SD+Sca2 13,12 0,88 0,131826 0,063159 6,32 
SD+Sca3 13,09 0,91 0,123027 0,071958 7,20 
SD-Sca1 13,25 0,75 0,177828 0,017157 1,72 
SD-Sca2 13,08 0,92 0,120226 0,074758 7,48 
SD-Sca3 13,13 0,87 0,134896 0,060088 6,01 
SD+As21 13,01 0,99 0,102329 0,092655 9,27 
SD+As22 13,01 0,99 0,102329 0,092655 9,27 
SD+As23 13,12 0,88 0,131826 0,063159 6,32 
SD-As21 13,18 0,82 0,151356 0,043628 4,36 
SD-As22 13,18 0,82 0,151356 0,043628 4,36 
SD-As23 13,24 0,76 0,173780 0,021204 2,12 
SD+Scov1 13,08 0,92 0,120226 0,074758 7,48 
SD+Scov2 13,05 0,95 0,112202 0,082783 8,28 
SD+Scov3 13,18 0,82 0,151356 0,043628 4,36 
SD-Scov1 13,23 0,77 0,169824 0,025160 2,52 
SD-Scov2 13,3 0,7 0,199526 -0,004542 -0,45 
SD-Scov3 13,36 0,64 0,229087 -0,034102 -3,41 
SD+1 13,16 0,84 0,144544 0,050440 5,04 
SD+2 13,13 0,87 0,134896 0,060088 6,01 
SD+3 13,15 0,85 0,141254 0,053731 5,37 
SD-1 13,2 0,8 0,158489 0,036495 3,65 
SD-2 13,15 0,85 0,141254 0,053731 5,37 
SD-3 12,96 1,04 0,091201 0,103783 10,38 
En la tabla el signo + hace referencia a la adición de diesel, mientras que el signo – indica la 
ausencia del combustible. 
 
La interacción entre el diesel y cada bacteria se realizó en Excel para un nivel de 
significancia del 5 y 1 %, estos resultados se muestran en la tabla 11. El experimento no 
mostró una diferencia significativa entre el control con diesel y la adición de las bacterias. 
 
Tabla 11. Interacción entre el diesel y cada bacteria  con un nivel de significancia del 5 y el 1%. 
BACTERIA 
 Control Sca As2 Scov 
DIESEL Diesel - 6,467 5,067 3,615 0,839 
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Diesel + 5,475 6,807 8,282 6,706 
Diferencia en valor absoluto 0,992 1,740 4,667 5,867 
LSD(0.05) BxD 3,493 ns ns * * 
LSD(0.01) BxD 4,813 ns ns ns ** 
 
La figura 1 ilustra cómo varia la producción de CO2 por cada cepa inoculada en presencia 
o ausencia del combustible. Las bacterias denominadas As2 y Scov muestran un 
comportamiento distinto en presencia del diesel. Lo anterior indica la utilización por parte 
de estos microorganismos de dicho hidrocarburo como fuente de carbono y energía. Se 
evidencia además una represión en la producción de CO2 en los recipientes sin diesel con 
la adición de los distintos aislados. 
     
              
Figura 1. Gráfico de barras de la producción de CO2 en µmol/g de suelo por los aislados Sca, As2 
y Scov. NS se refiere a que no hay diferencia significativa. 
 
6.5. Monitoreo de HTP, el pH, la temperatura, la humedad y de las UFC tanto 
heterótrofas como hidrocarburoclastas 
 
El monitoreo de estos parámetros se realizó cada semana, con excepción de los HTP que 
se monitorearon tres días después de contaminar el suelo y al final del experimento (para 
tal fin las muestras fueron guardadas hasta el final de la prueba para su análisis por 
cromatografía de gases acoplado a espectrofotometría de masas). 
 
Tabla 12. Resultados de los conteos para bacterias heterótrofas (medio LB) e hidrocarburaclastas 
(medio BH) de los tratamientos B, C y D. 
TRATAMIENTO B TRATAMIENTO C TRATAMIENTO D 
LB BH LB BH LB BH 
SEM Nº Factor Nº Factor Nº Factor Nº Factor Nº Factor Nº Factor 
1 61 1,0E-03 46 1,0E-03 92 1,0E-04 133 1,0E-04 30 1,0E-04 77 1,0E-05 
2 26 1,0E-04 75 1,0E-04 163 1,0E-04 23 1,0E-05 24 1,0E-05 60 1,0E-05 
3 73 1,0E-04 96 1,0E-05 40 1,0E-05 47 1,0E-05 24 1,0E-05 23 1,0E-05 
4 57 1,0E-04 25 1,0E-05 118 1,0E-05 128 1,0E-05 156 1,0E-05 282 1,0E-05 
5 28 1,0E-05 24 1,0E-05 132 1,0E-05 71 1,0E-05 172 1,0E-05 47 1,0E-05 
6 24 1,0E-05 26 1,0E-05 132 1,0E-06 39 1,0E-06 103 1,0E-06 26 1,0E-06 
7 85 1,0E-05 31 1,0E-05 63 1,0E-07 158 1,0E-06 123 1,0E-06 30 1,0E-06 
 38 
8 55 1,0E-05 204 1,0E-04 59 1,0E-07 188 1,0E-06 94 1,0E-06 85 1,0E-06 
9 85 1,0E-04 43 1,0E-04 106 1,0E-06 96 1,0E-06 202 1,0E-06 117 1,0E-06 
10 39 1,0E-04 62 1,0E-04 124 1,0E-06 61 1,0E-06 262 1,0E-06 186 1,0E-06 
 
La tabla 12 presenta los valores para los conteos de colonias con su factor de dilución 
para bacterias heterótrofas  e hidrocarburoclastas, este seguimiento fue realizado durante 
las 10 primeras semanas del experimento. Con estos resultados y aplicando la ecuación 1 
se realizó el cálculo de las unidades formadoras de colonia, las cuales son presentadas 
en las tablas 13, 14 y 15 para las tratamientos B, C y D, respectivamente. 
 
Tabla 13. Resultados del monitoreo semanal del pH, la temperatura, la humedad y las UFC para el 
tratamiento A. 
A1 A2 A3 UFC/g suelo SEM 
pH T (ºC) Hum (%) pH T (ºC) Hum (%) pH T (ºC) Hum (%) LB BH 
1 4,33 20,3 19,79 4,19 20,1 19,98 4,24 20,0 21,03 nd nd 
2 4,51 23,5 23,11 4,44 23,8 24,21 4,55 23,7 26,77 2,07E+06 nd 
3 4,08 23,3 24,66 3,78 23,1 24,86 3,96 23,3 28,92 2,20E+06 1,5E+06 
4 4,13 23,8 21,69 3,23 23,7 21,76 3,24 23,8 25,41 7,33E+05 2,1E+06 
5 2,47 22,3 21,71 2,35 22,2 20,13 2,53 22,2 22,72 2,73E+07 nd 
6 2,21 22,6 20,98 2,69 22,6 18,68 2,58 22,5 20,98 nd nd 
7 1,95 20,2 21,98 1,89 20,2 21,75 1,95 20,3 21,97 nd nd 
8 1,85 23,4 16,89 1,91 23,0 15,85 1,99 22,8 18,34 nd nd 
9 1,92 22,2 22,37 1,86 22,1 19,49 2,00 22,2 21,24 nd nd 
10 2,10 22,4 26,49 2,08 21,5 24,79 2,37 21,8 23,83 nd nd 
11 2,47 24,4 23,94 2,46 23,9 21,31 2,50 23,8 25,42 ns ns 
12 2,47 22,9 23,22 2,54 22,4 21,63 2,65 22,2 26,54 ns ns 
nd indica que no se contaron 25 o más colonias para la dilución 10-3. 
ns indica que no fue realizada la siembra. 
 
El suelo empleado para el tratamiento A (control) presentó un total de 3.07x103 UFC/g de 
suelo seco luego de su esterilización y como se puede ver en la tabla 13 exhibió un 
crecimiento significativo por encima de 106 en las primeras 5 semanas de la prueba para 
las bacterias heterótrofas. Los resultados en la tabla 13 revelan como el pH para el 
tratamiento control se mantuvo por debajo de 2.5 por la adición de HCl luego de la 
semana 5, con excepción de la semana 12 para las réplicas A2 y A3 (ver fotografía 9 en el 
anexo 9).  
 
Tabla 14. Resultados del monitoreo semanal del pH, la temperatura, la humedad  y las UFC para el 
tratamiento B. 
B1 B2 B3 UFC/g suelo 
SEM 
pH T (ºC) Hum (%) pH T (ºC) Hum (%) pH T (ºC) Hum (%) LB BH 
1 5,42 20,3 26,63 5,42 20,0 25,84 5,45 20,1 25,36 4,1E+06 3,1E+06 
2 5,64 23,1 28,68 5,80 23,4 35,00 5,66 23,0 27,13 1,7E+07 5,0E+07 
3 5,48 22,9 31,26 5,61 23,3 28,99 5,58 23,5 29,18 4,9E+07 6,4E+08 
4 5,30 24,2 20,89 5,47 24,2 31,86 5,43 23,8 22,17 3,8E+07 1,7E+08 
5 5,04 22,0 27,22 5,14 22,3 21,03 5,16 22,6 11,00 1,9E+08 1,6E+08 
6 5,43 22,7 23,01 5,66 22,2 19,36 5,84 22,6 19,79 1,6E+08 1,7E+08 
7 5,35 20,5 17,48 5,61 20,4 19,24 5,73 20,4 18,07 5,7E+08 2,1E+08 
8 5,68 23,3 19,44 5,67 22,9 20,33 5,66 23,2 18,46 3,7E+08 1,4E+08 
9 5,37 22,4 18,16 5,61 21,9 19,92 5,62 22,2 19,42 5,7E+07 2,9E+07 
10 5,53 21,8 22,51 5,88 22,1 24,71 5,86 22,2 20,72 2,6E+07 4,1E+07 
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11 5,40 24,1 15,89 5,58 24,3 20,69 5,76 24,3 16,88 ns ns 
12 5,96 22,5 19,88 5,98 22,6 20,53 5,92 22,7 19,74 ns ns 
ns indica que no fue realizada la siembra. 
 
El tratamiento B por atenuación natural no se mezcló con la misma regularidad que los 
otros tratamientos para evitar la bioestimulación por el oxigeno del aire. La tabla 14 
reporta como el pH permaneció alrededor de 5.40, el cual fue el valor obtenido en el 
análisis inicial del suelo. 
 
Atenuación natural
0,0E+00
1,0E+08
2,0E+08
3,0E+08
4,0E+08
5,0E+08
6,0E+08
7,0E+08
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (semanas)
U
F
C
/g
 s
u
el
o
Heterótrofas Hidrocarburoclastas
 
Figura 2. Evolución de las UFC heterótrofas e hidrocarburoclastas durante las 10 semanas del 
seguimiento al tratamiento B. 
 
La figura 2 permite ver una tendencia creciente de las bacterias heterótrofas hasta la 
semana 7. De la misma forma ocurre para aquellas bacterias hidrocarburoclastas con una 
tendencia más constante y por de bajo de las anteriores a excepción del valor para la 
semana 3. Ambas curvas coinciden al final del seguimiento en las semanas 9 y 10 con 
una reducción de la cantidad de las UFC. 
 
Tabla 15. Resultados del monitoreo semanal del pH, la temperatura, la humedad y las UFC para el 
tratamiento C. 
C1 C2 C3 UFC/g suelo 
SEM 
pH T (ºC) Hum (%) pH T (ºC) Hum (%) pH T (ºC) Hum (%) LB BH 
1 5,79 20,3 26,32 5,83 20,0 25,29 5,79 19,9 26,91 6,1E+07 8,9E+07 
2 6,40 22,9 28,99 6,47 22,9 25,68 6,46 22,5 27,78 1,1E+08 1,5E+08 
3 6,80 23,9 30,13 6,64 23,8 25,95 6,63 23,9 27,75 2,7E+08 3,1E+08 
4 6,65 24,7 27,52 6,90 24,1 23,31 6,62 24,2 23,88 7,9E+08 8,5E+08 
5 7,37 23,4 23,52 7,00 22,8 20,08 6,99 22,7 22,18 8,8E+08 4,7E+08 
6 7,94 23,3 25,90 7,83 22,8 19,47 7,69 22,6 19,41 8,8E+09 2,6E+09 
7 8,20 20,8 19,35 8,32 20,5 17,35 8,24 20,8 17,92 4,2E+10 1,1E+10 
8 8,02 22,9 22,04 8,27 23,1 17,34 8,25 23,3 21,82 3,9E+10 1,3E+10 
9 8,11 21,9 18,09 8,01 22,1 18,76 8,19 22,3 19,35 7,1E+09 6,4E+09 
10 8,09 22,1 27,68 8,12 22,0 24,27 8,21 22,3 24,16 8,3E+09 4,1E+09 
11 7,96 23,7 18,48 8,15 24,1 23,54 8,01 24,0 21,12 ns ns 
12 8,02 22,7 19,67 8,21 22,6 29,62 8,15 22,5 20,26 ns ns 
ns indica que no fue realizada la siembra. 
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Los valores de pH para el tratamiento C en la tabla 15 muestran un incremento por 
encima de 8 para algunas semanas debido a la adición de nutrientes.  
Bioestimulación
0,0E+00
1,0E+10
2,0E+10
3,0E+10
4,0E+10
5,0E+10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (semanas)
U
F
C
/g
 s
u
el
o
Heterótrofas Hidrocarburoclastas
 
Figura 3. Evolución de las UFC heterótrofas e hidrocarburoclastas durante las 10 semanas del 
seguimiento al tratamiento C. 
 
En la figura 3 se ve como tanto las bacterias heterótrofas como las hidrocarburoclastas 
crecen apreciablemente después de la semana 5 del tratamiento, este comportamiento es 
más notorio para las bacterias heterótrofas. 
 
Tabla 16. Resultados del monitoreo semanal del pH, la temperatura, la humedad y las UFC para el 
tratamiento D. 
D1 D2 D3 UFC/g suelo 
SEM 
pH T (ºC) Hum (%) pH T (ºC) Hum (%) pH T (ºC) Hum (%) LB BH 
1 5,73 20,4 25,44 5,70 20,1 26,34 5,81 20,0 25,15 2E+07 5,1E+08 
2 6,24 22,7 28,55 6,20 22,6 27,72 6,27 22,7 26,44 1,6E+08 4E+08 
3 6,52 23,6 25,68 6,61 23,9 29,74 6,58 23,8 27,53 1,6E+08 1,5E+08 
4 6,86 24,2 25,21 6,67 24,0 27,90 6,75 24,1 24,16 1E+09 1,9E+09 
5 7,06 22,9 23,50 7,13 22,7 25,63 7,07 22,8 22,92 1,1E+09 3,1E+08 
6 7,36 22,4 22,52 7,09 22,5 25,07 7,56 22,6 20,97 6,9E+09 1,7E+09 
7 7,95 20,5 19,24 7,90 20,3 21,98 8,03 20,6 21,51 8,2E+09 2E+09 
8 7,55 23,2 22,78 8,00 23,1 19,79 7,79 23,2 22,78 6,3E+09 5,7E+09 
9 7,83 22,3 18,40 7,84 22,2 20,07 7,83 22,1 18,60 1,3E+10 7,8E+09 
10 7,88 22,2 20,85 7,88 22,3 24,16 7,90 21,8 22,96 1,7E+10 1,2E+10 
11 7,76 23,9 19,03 7,77 23,8 20,41 7,71 23,9 18,06 ns ns 
12 7,68 22,7 20,65 7,77 22,5 23,34 7,73 22,6 19,31 ns ns 
ns indica que no fue realizada la siembra. 
 
Al igual que para el tratamiento C, el pH del tratamiento D muestra un incremento, aunque 
estos valores fueron un poco menor alcanzando resultados por encima de 8 un par de 
veces. 
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Figura 4. Evolución de las UFC heterótrofas e hidrocarburoclastas durante las 10 semanas del 
seguimiento al tratamiento D. 
 
Las curvas de la figura 4 para el tratamiento D exhiben el mismo comportamiento de C 
pero con un crecimiento de bacterias heterótrofas e hidrocarburoclastas desde la semana 
3. A diferencia de las curvas para los tratamientos B y C, las curvas para el tratamiento D 
tienen una tendencia de crecimiento en aumento en las últimas 3 semanas. 
  
De manera general el porcentaje de humedad para todos los tratamientos permaneció 
alrededor del 25%, este valor fue fijado debido al carácter arcilloso del suelo. La 
temperatura medida en todos los tratamientos revela que el proceso se realizó a 
temperatura ambiente. 
 
La respuesta tardía del crecimiento de bacterias para los tratamientos C y D se explica 
por la presencia en el proceso de una fase inicial, donde los microorganismos se adataron 
a la nueva fuente de carbono y energía. La diferencia de dos semanas entre los 
tratamiento C y D de la fase inicial se le atribuye a la acción del Bacillus sp. empleado en 
el tratamiento D para la inoculación. 
  
Para realizar el seguimiento de los HTP las muestras fueron comparadas con un estándar 
que contenía una mezcla de hidrocarburos alifáticos de C8-C40 (S-4149-500-MX, Chiron 
AS) con un total de 35 analitos resuspendidos en disulfuro de carbono-diclorometano 
(3:1).   
 
Al correr el estándar este perdió los tres primeros componentes, C8, C9 y C10, los cuales 
salieron muy rápido con el disolvente. Por esta razón el cromatograma para el estándar 
contó sólo con 32 picos, los cuales inician en C11 hasta C40. Al comparar el espectro del 
estándar con el de los espectros de la concentración inicial se ve claramente que las 
muestras sólo tienen cantidades apreciables y comparables con él hasta C29. 
 
Luego, por las razones señaladas en el párrafo anterior se realizó el análisis para los 
componentes que van desde C11 a C29. Para un total de 19 hidrocarburos alifáticos 
además del pristano y el fitano, que son estructuras ramificadas menos degradables por la 
acción de los microorganismos. Para calcular la concentración inicial de estos 21 
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componentes, se tomó una muestra por cada tratamiento tres días después de realizada 
la contaminación del suelo con 10000mg/kg de suelo seco en partes iguales de gasolina y 
diesel. 
 
Tabla 17. Resultados obtenidos por CG/MS para la concentración inicial de HTP los compuestos 
que van desde C11 a C29, incluyendo el pristano y el fitano. 
Concentración encontrada (mg/l) 
Compuesto 
Tiempo de 
retención 
(min) A1 B1 C1 D1 
Undecano 5,52 43,46 37,10 42,56 38,21 
Dodecano 7,25 63,45 60,88 70,31 61,28 
Tridecano 8,94 81,24 72,55 86,49 74,92 
Tetradecano 10,57 125,51 112,56 132,53 116,01 
Pentadecano 12,11 156,04 140,51 162,64 155,37 
Hexadecano 13,56 171,50 163,64 184,38 194,88 
Heptadecano 14,95 178,10 163,76 188,44 199,41 
Octadecano 15,07 150,63 147,63 173,81 190,59 
Nonadecano 16,26 182,42 167,51 197,79 204,66 
Pristano 16,41 102,46 92,67 104,15 110,73 
Fitano 17,51 160,22 160,69 182,27 198,21 
Eicosano 18,70 153,41 143,88 156,76 167,75 
Heneicosano 19,84 124,71 112,29 125,52 132,41 
Docosano 20,93 110,16 103,00 109,83 120,69 
Tricosano 21,98 89,80 77,37 84,16 92,87 
Tetracosano 22,97 68,33 64,28 63,14 66,35 
Pentacosane 23,95 53,11 47,31 49,35 51,65 
Hexacosane 24,88 36,65 33,18 35,98 37,23 
Heptacosane 25,77 28,56 26,22 26,03 27,14 
Octasano 26,64 22,86 21,69 21,92 22,12 
Nonacosano 27,49 20,94 20,54 20,61 21,00 
HTP (mg/l) 2123,54 1969,25 2218,68 2283,48 
 
Promediando la concentración inicial para cada tratamiento de la tabla 17 se obtiene un 
valor de 2148.74mg/l; esta cantidad se puede expresar en mg/kg de suelo seco 
empleando la siguiente expresión reportada por Fernández, (2006): 
 
2
( / . .) * *
1 *
V FC
HTP mg kgs s C
FC P FH
=                (11) 
 
C: hidrocarburos totales expresados en mg/l. 
V: volumen donde esta resuspendida la muestra (ml) = 1ml 
P: cantidad de suelo empleado para la extracción (g) = 1g 
FH: factor de corrección de la humedad del suelo (1-(%humedad/100)). 
FC1: factor de corrección para obtener los HTP contenidos en el disolvente = 1000 
FC2: factor de corrección para convertir los HTP a mg/kg s.s. = 1000 
 
Así, el cálculo de la concentración inicial de HTP en mg/kg de suelo seco (s.s.) es de 
2847.90 ± 136.59mg/kg s.s. con una humedad promedio para las muestras del 24.55%. 
Es necesario aclarar que este valor se refiere sólo a aquella porción que pudo ser 
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cuantificada al comparar la muestra contra el estándar (ver figura 5) y no tiene presente 
gran parte de los hidrocarburos contenidos tanto en la gasolina como el diesel.  
 
 
Figura 5. Cromatograma obtenido por CG/EM para las muestras de suelo iniciales de los 
hidrocarburos alifáticos C11 a C29 incluyendo además el pristano (Pr) y el fitano (Ph), donde se 
pueden relacionar los tiempos de retención. 
 
Tabla 18. Resultados obtenidos por CG/EM para la concentración final de los HTP para el 
tratamiento A teniendo en cuenta los compuestos que van desde C11 a C29, incluyendo el pristano 
y el fitano. 
Concentración encontrada 
(mg/l) Compuesto 
Tiempo de 
retención 
(min) A1 A2 A3 
Undecano 5,52 20,17 20,34 20,89 
Dodecano 7,25 24,43 24,96 26,85 
Tridecano 8,94 30,23 30,90 32,85 
Tetradecano 10,57 39,72 40,04 43,93 
Pentadecano 12,11 51,93 52,12 57,97 
Hexadecano 13,56 59,50 61,01 64,43 
Heptadecano 14,95 58,79 60,40 65,98 
Octadecano 15,07 95,94 95,91 94,13 
Nonadecano 16,26 66,09 70,92 73,32 
Pristano 16,41 73,45 72,42 71,15 
Fitano 17,51 66,61 69,78 75,51 
Eicosano 18,70 57,21 60,52 65,36 
Heneicosano 19,84 52,85 54,27 57,67 
Docosano 20,93 53,54 53,01 23,08 
Tricosano 21,98 45,12 46,66 49,27 
Tetracosano 22,97 37,77 38,71 39,50 
Pentacosane 23,95 32,37 35,25 33,78 
Hexacosane 24,88 28,78 29,84 30,60 
Heptacosane 25,77 27,91 28,41 28,75 
Octasano 26,64 29,37 29,63 29,08 
Nonacosano 27,49 27,88 28,20 28,35 
HTP (mg/l) 979,65 1003,31 1012,45 
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Tabla 19. Resultados obtenidos por CG/EM para la concentración final de los HTP para el 
tratamiento B teniendo en cuenta los compuestos que van desde C11 a C29, incluyendo el pristano 
y el fitano. 
Concentración encontrada 
(mg/l) Compuesto 
Tiempo de 
retención 
(min) B1 B2 B3 
Undecano 5,52 19,94 20,58 0,00 
Dodecano 7,25 22,28 22,77 20,69 
Tridecano 8,94 28,00 27,02 23,26 
Tetradecano 10,57 39,60 37,22 30,62 
Pentadecano 12,11 59,40 54,08 44,15 
Hexadecano 13,56 74,89 70,44 54,18 
Heptadecano 14,95 84,01 80,03 61,72 
Octadecano 15,07 139,61 125,12 126,29 
Nonadecano 16,26 104,53 95,09 79,10 
Pristano 16,41 101,89 93,85 95,04 
Fitano 17,51 109,95 96,81 79,96 
Eicosano 18,70 93,15 87,35 71,32 
Heneicosano 19,84 79,40 74,10 60,50 
Docosano 20,93 78,16 73,13 23,08 
Tricosano 21,98 64,28 61,22 51,68 
Tetracosano 22,97 52,06 49,93 43,55 
Pentacosane 23,95 43,50 43,74 43,34 
Hexacosane 24,88 35,10 33,31 31,83 
Heptacosane 25,77 30,96 30,11 28,60 
Octasano 26,64 30,42 27,76 28,05 
Nonacosano 27,49 28,38 28,42 28,98 
HTP (mg/l) 1319,51 1232,07 1025,93 
 
Tabla 20. Resultados obtenidos por CG/EM para la concentración final de los HTP para el 
tratamiento C teniendo en cuenta los compuestos que van desde C11 a C29, incluyendo el pristano 
y el fitano. 
CONCENTRACIÓN FINAL DEL TRATAMIENTO C 
Concentración encontrada 
(mg/l) Compuesto 
Tiempo de 
retención 
(min) C1 C2 C3 
Undecano 5,52 0,00 0,00 0,00 
Dodecano 7,25 20,98 22,51 22,36 
Tridecano 8,94 23,90 26,85 27,13 
Tetradecano 10,57 31,59 36,98 37,10 
Pentadecano 12,11 43,45 54,74 54,26 
Hexadecano 13,56 53,10 67,24 68,09 
Heptadecano 14,95 56,83 72,93 75,16 
Octadecano 15,07 74,93 93,26 98,99 
Nonadecano 16,26 67,50 83,76 90,35 
Pristano 16,41 56,84 66,61 69,26 
Fitano 17,51 62,54 79,15 89,20 
Eicosano 18,70 60,79 75,52 80,10 
Heneicosano 19,84 51,39 62,33 66,65 
Docosano 20,93 52,24 61,98 23,08 
Tricosano 21,98 44,47 50,86 52,37 
 45 
Tetracosano 22,97 36,82 42,07 41,16 
Pentacosane 23,95 32,45 38,39 38,81 
Hexacosane 24,88 28,96 30,22 32,00 
Heptacosane 25,77 28,08 28,45 28,51 
Octasano 26,64 27,66 27,26 27,39 
Nonacosano 27,49 0,00 0,00 0,00 
HTP (mg/l) 854,53 1021,12 1021,99 
 
Tabla 21. Resultados obtenidos por CG/EM para la concentración final de los HTP para el 
tratamiento D teniendo en cuenta los compuestos que van desde C11 a C29, incluyendo el pristano 
y el fitano. 
CONCENTRACIÓN FINAL DEL TRATAMIENTO D 
Concentración encontrada 
(mg/l) Compuesto 
Tiempo de 
retención 
(min) D1 D2 D3 
Undecano 5,52 0,00 0,00 0,00 
Dodecano 7,25 0,00 0,00 0,00 
Tridecano 8,94 24,86 26,28 25,87 
Tetradecano 10,57 32,64 35,05 34,17 
Pentadecano 12,11 46,29 45,64 46,96 
Hexadecano 13,56 55,63 55,40 57,46 
Heptadecano 14,95 59,34 58,69 61,63 
Octadecano 15,07 87,23 77,24 85,76 
Nonadecano 16,26 69,93 66,43 70,62 
Pristano 16,41 64,94 58,03 64,89 
Fitano 17,51 72,42 67,69 71,10 
Eicosano 18,70 68,34 61,89 66,22 
Heneicosano 19,84 55,67 53,87 55,54 
Docosano 20,93 58,36 54,32 23,08 
Tricosano 21,98 48,43 45,84 48,37 
Tetracosano 22,97 40,06 37,19 42,66 
Pentacosane 23,95 34,52 34,40 34,83 
Hexacosane 24,88 30,23 30,17 30,29 
Heptacosane 25,77 28,34 28,27 28,22 
Octasano 26,64 27,08 26,85 28,06 
Nonacosano 27,49 0,00 0,00 0,00 
HTP (mg/l) 904,33 863,26 875,72 
 
Aplicando la ecuación 10 a los resultados obtenidos para las concentraciones finales 
reportadas en las tablas 18, 19, 20 y 21 se les cambian las unidades a mg/kg de suelo 
seco. Los nuevos valores expresados en mg/kg suelo seco se resumen en la tabla 22. 
 
Tabla 22. Resumen de los resultados para la concentración final de HTP en mg/kg suelo seco 
CONCENTRACIÓN FINAL DE HTP  
Tratamiento C (mg/i) Humedad (%) HTP (mg/kg) 
A1 979,65 15,84 1164,03 
A2 1003,31 13,85 1164,61 
A3 1012,45 18,93 1248,86 
B1 1319,51 7,70 1429,59 
B2 1232,07 11,50 1392,17 
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B3 1025,93 15,36 1212,11 
C1 854,53 17,04 1030,06 
C2 1021,12 13,39 1178,99 
C3 1021,99 12,63 1169,73 
D1 904,33 11,11 1017,36 
D2 863,26 13,66 999,83 
D3 875,72 10,66 980,21 
 
El análisis estadístico de los datos presentados en la cuarta columna de la tabla 22  se 
realizó con un nivel de significancia del 0.05. Después de comprobar los supuestos de 
normalidad y de homogeneidad para la varianza reportados en el anexo II se hizo el 
análisis de varianza cuyos resultados se presentan en la tabla 23. 
 
Tabla 23. Análisis de varianza de la concentración de HTP remanentes al finalizar el experimento 
tres meses después. 
ANOVA 
Fuente de 
variación 
gl 
Suma de 
cuadrados 
Cuadrado 
medio 
Valor F Pr>F 
Tratamiento 3 1806952,416 620317,472 10,69 0,0036 
Error 8 464199,691 58024,961     
Total 11 2325152,107       
 
De este primer análisis se obtuvieron también las medias para cada tratamiento con su 
respectiva desviación estándar. Se observa claramente como el tratamiento B tiene una 
mayor concentración para los HTP remanentes de 1344.62±116.27 mg/kg, mientras que 
los tratamientos A y C reportan valores muy cercanos de 1192.50±48.81 y 1126.26±83.44 
mg/kg, respectivamente. Finalmente, el tratamiento D presenta la menor concentración en 
un valor de 999.13±18.58 mg/kg. Los tratamientos A y C no tienen una diferencia 
significativa. 
 
Al buscar y analizar las causas en el comportamiento presentado por el tratamiento 
control, se establecieron como posibles: la intervención en el proceso de otros 
microorganismos como los hongos, de los cuales no se realizó ningún tipo de control, las 
transformaciones químicas que pudieron haber tenido lugar por la interacción de los 
combustibles con el ácido adicionado para reducir la actividad microbiana, la volatilidad de 
los compuestos analizados, su adsorción en el suelo y el cambio de estructura de este. 
 
El tratamiento por atenuación natural con un porcentaje de reducción de los HTP del 
52.79% permite evaluar la degradación de estos hidrocarburos por la acción de los 
microorganismos autóctonos del suelo (Margesin et al, 2000).  Este valor incluye la 
intervención de los procesos abióticos, que se asumirán en un 15%, el cual es reportado 
en un trabajo similar realizado por Márquez et al, (2001) en un suelo contaminado con 
diesel. La reducción para los otros dos procesos fue del 60.45% para el tratamiento C y 
del 64.92% para el tratamiento D, los cuales no presentan una diferencia substancial.  
 
En esta experiencia se redujo la cantidad presente de los hidrocarburos en el suelo de 
10.000 ppm a 999.13 ppm. La resolución 1170 de 1997 del gobierno colombiano 
establece que los limites de limpieza máximo para suelos expuestos a hidrocarburos en 
un sitio de mediano impacto es de 1.000 ppm en la concentración de HTP remanentes.                                 
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Figura 6. Cromatogramas obtenidos por CG/MS donde se superponen la concentración inicial en 
negro (arriba) y la final en verde (abajo) de los tratamiento A, B, C y D en ese orden de aparición. 
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La figura 6 incluye los cromatogramas con las concentraciones iniciales y finales de los 
HTP para los cuatro tratamientos, en todos ellos se aprecia la disminución en el tamaño 
de los picos evaluados al final de los distintos procesos. Además, se ve claramente como 
sólo en el tratamiento B por atenuación natural  hay una mayor reducción hasta el 
compuesto C16 y de allí en adelante el cromatograma se confunde con el inicial. 
 
La gran cantidad de picos no resueltos que se aprecian muy juntos unos de otros y que 
tienen un tamaño menor al registrado por los hidrocarburos alifáticos corresponden a 
todos aquellos compuestos de la gasolina y el diesel que no pudieron ser identificados por 
el estándar, como son los hidrocarburos ramificados y cíclicos. 
 
6.6. Prueba de ecotoxicidad directa 
 
La prueba de ecotoxicidad directa permitió establecer la toxicidad de la mezcla de 
hidrocarburos vertida inicialmente en el suelo de 10000mg/kg de suelo seco y su 
reducción después los tratamientos, a saber: atenuación natural, bioestimulación y 
bioaumentación.  
 
Tabla 24. Datos de humedad y pH del suelo bajo diferentes concentraciones de hidrocarburos y 
condiciones de tratamiento. 
Tratamientos Materia 
orgánica (%) 
Humedad0 
(%) 
Humedadf 
(%) 
pH0 pHf [¨HTP]0 
(mg/kg) 
C+ 3.6 37.91 20,42 5.43 6,26 10000 
C- 3.6 40.67 45,44 5.40 5,27 0.00 
B 5.9 41.02 34,28 5.95 6,02 1344,62 
C 5.5 39.35 31,58 8.13 7,24 1126,26 
D 5.0 38.98 28,62 7.73 6,82 999,13 
La concentración de HTP obedece a la identificación y cuantificación de 21 analitos en las 
muestras de suelo los cuales a excepción de dos de ellos, pristano y fitano, son hidrocarburos 
alifáticos que van desde C11 a C29. El subíndice 0 y f indican los valores medidos al inicio y al 
final, respectivamente. 
 
En la tabla 24 se registran los valores iniciales y finales para la humedad del suelo y su 
pH. También se muestra la concentración de HTP a la cual fueron sometidos los 
organismos de prueba en cada tratamiento. Además, se incluye el porcentaje de materia 
orgánica contenida en cada tratamiento. 
 
Respecto al porcentaje de humedad este se vió reducido para los tratamientos B, C y D, 
los cuales recibieron el mismo trato que C- (el tratamiento C+ se abandonó al no encontrar 
organismos de prueba vivos en los contenedores luego del primer conteo). Lo anterior se 
puede atribuir a la perdida de la capacidad de retención de humedad, ello debido al 
tratamiento aplicado a cada suelo para reducir la presencia de los hidrocarburos. Al igual 
que la humedad el pH del suelo disminuyó en los tratamientos C-, C y D. 
 
Los resultados de los conteos se presentan en la tabla 25. En 6 de las unidades 
experimentales murieron la totalidad de los organismos de prueba, por lo cual no se 
reporta el peso final de las lombrices. En aquellos recipientes donde sobrevivieron todas 
las lombrices se puede ver la disminución del peso de estos organismos; lo cual, se 
puede interpretar como un efecto en el cambio de dieta iniciada la prueba, debido a que la 
totalidad de las lombrices fueron adquiridas en la empresa Lombricol S.A. y enviadas por 
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correo terrestre desde Bogotá provistas de una rica fuente de alimentación basada en 
desechos orgánicos. 
 
Tabla 25. Resultados de los conteos de lombrices del ensayo de ecotoxicidad directa. 
Unidad 
experimental 
Peso inicial  
(g) 
Día 0 Día 3 Día 6 Día 9 Día 12 Día 15 Peso final 
(g) 
1C+ 3.9 10 0 - - - - - 
2C+ 3.6 10 0 - - - - - 
3C+ 4.0 10 0 - - - - - 
4C+ 4.6 10 0 - - - - - 
1C- 3.2 10 10 10 10 10 10 2.25 
2C- 3.7 10 10 10 10 10 10 2.66 
3C- 4.2 10 10 10 9 9 9 2.68 
4C- 4.0 10 10 10 10 10 10 2.79 
1B 4.2 10 10 10 10 10 9 1.76 
2B 4.1 10 10 10 10 10 8 1.62 
3B 3.6 10 10 10 10 8 6 1.07 
4B 3.7 10 10 10 9 7 7 1.23 
1C 4.3 10 9 4 4 3 3 0.67 
2C 4.4 10 10 2 2 1 1 0.19 
3C 4.3 10 10 5 2 0 - - 
4C 4.5 10 9 3 2 1 0 - 
1D 4.0 10 10 7 7 7 7 1.63 
2D 3.7 10 10 8 8 5 5 0.84 
3D 4.3 10 10 7 6 6 5 1.04 
4D 3.8 10 10 10 4 3 3 0.49 
Tamb. (ºC)   24.9 24.5 25.8 23.4 25.5 26.5   
Las casillas señaladas con el signo (-) indican que luego de no encontrar el organismo de prueba 
en la unidad experimental está no se tuvo en cuenta para los siguientes conteos. 
 
Durante la realización de la prueba es notoria la pequeña fluctuación en la temperatura 
ambiente, lo que indica la permanencia de un entorno adecuado para el desarrollo de 
estos organismos, hecho que se refleja en el bajo porcentaje de mortalidad en el control 
negativo al finalizar la misma. Además cabe especificar que también se mantuvo luz día 
en el recinto donde se realizó el experimento, garantizando así la permanencia de las 
lombrices en el interior del suelo y su provisión alimentaría  de este. 
 
6.6.1. Control positivo 
 
En este control se contaminó el suelo con la misma concentración inicial de gasolina y 
diesel puesta en la experiencia a escala de laboratorio, con ello se buscó demostrar cómo 
afectaba esta carga de contaminantes la biota de suelo. La contaminación del suelo se 
realizó tres días antes del montaje de esta prueba para así permitir que parte de las 
sustancias volátiles presentes en estos combustibles escaparan.  
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Figura 7. Curva del tiempo en días vs la mortalidad con el TL50 obtenida por el modelo de Hill para 
el control positivo 
 
La curva mostrada en la figura 7 representa con bastante claridad el efecto negativo que 
tuvo la adición de esta cantidad de combustibles sobre las lombrices. Dicha concentración 
de contaminantes fue fulminante para estos organismos de prueba, los cuales en un 
tiempo inferior a 3 días ya habían perecido en su totalidad. 
 
6.6.2. Control negativo 
 
Esta prueba se considera valida debido a que la mortalidad al final del periodo de 
exposición en este control  fue de sólo el 2.5%, valor que se encuentra por debajo del 
10% (OECD/OCDE, Guideline for the Testing of Chemicals). Lo anterior permite 
argumentar que las condiciones a las cuales se realizaron la prueba fueron adecuadas 
para el desarrollo del organismo de prueba. 
 
 
Figura 8. Curva del tiempo en días vs la mortalidad con el TL50 obtenida por el modelo de Hill para 
el control negativo 
 
Debido a la baja mortalidad para este control en la curva de la figura 8, los datos de las 
réplicas y el efecto promedio aparecen amontonados en su parte inicial y el TL50 de casi 
250 días calculado por el modelo cubre las expectativas de vida de estos organismos para 
un período de tiempo superior al registrado en la prueba. 
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6.6.3. Tratamiento B 
 
La figura 9 presenta la curva para este tratamiento y muestra los dos últimos conteos 
sobre su pendiente con el efecto calculado por el modelo, pasando por encima del efecto 
promedio lo que sugiere un muy buen ajuste de los datos. Para este tratamiento al igual 
que para el control negativo el TL50 calculado de 19 días se encuentra por fuera del 
período de exposición, pero difiere mucho del valor calculado para el primero. Esto 
sugiere que los tratamientos son diferentes y que la concentración de HTP  en el 
tratamiento B sí incide sobre la tasa de mortalidad de los organismos de prueba. Lo cual 
se ve mejor al obtener el TL25, que no se muestra en ninguna de las gráficas,  dando 
valores de 100 y 15 para el control negativo y este tratamiento en particular. 
 
 
Figura 9. Curva del tiempo en días vs la mortalidad con el TL50 obtenida por el modelo de Hill para 
el tratamiento B 
 
6.6.4. Tratamiento C 
 
En la curva de la figura 10 es evidente como el TL50 calculado por el modelo se 
encuentra sobre la pendiente de esta, dentro de la cual se hallan los conteos para los días 
3 y 6. 
 
 
Figura 10. Curva del tiempo en días vs la mortalidad con el TL50 obtenida por el modelo de Hill 
para el tratamiento C 
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En este tratamiento la mortalidad de los organismos de prueba cayó alrededor de 5 días, 
demostrándose así que las condiciones  en que se encontraba el suelo los afectaron 
sensiblemente. 
 
6.6.5. Tratamiento D 
 
En la figura 11 la curva registra los conteos 2, 3, 4 y 5 sobre su pendiente con muy buena 
coincidencia entre el efecto calculado por el modelo y el efecto promediado.  
 
 
Figura 11. Curva del tiempo en días vs la mortalidad con el TL50 obtenida por el modelo de Hill 
para el tratamiento D 
 
Para este tratamiento el TL50 calculado de aproximadamente 13 días también cae dentro 
del período de exposición de la prueba. Aunque el estado final de este suelo exhibe unas 
condiciones menos agresivas que para el tratamiento C, igualmente estas afectan el 
desarrollo de estos organismos durante dicho periodo. 
 
El desempeño de los controles durante la experiencia garantiza la correcta ejecución de 
esta práctica poniendo en evidencia el efecto adverso sobre los organismos de prueba de 
la carga de contaminantes inicial y el ambiente propicio para el desarrollo de los mismos 
en el suelo libre del contaminante. 
 
Contrario a lo que se esperaba el tratamiento B por atenuación natural, fue menos severo 
con los organismos de prueba que los tratamientos C, por bioestimulación y D, por 
bioaumentación. Este resultado se atribuye al cambio de pH en el suelo debido a la 
bioestimulación realizada para ambos tratamientos, el cual paso de 5.40 a 8.13 y 7.73 
para cada uno, respectivamente.  
 
La carga final de HTP al finalizar la experimentación a escala de laboratorio no está 
relacionada con las diferencias encontradas entre los tratamientos evaluados, dado que el 
tratamiento B que registró menor mortalidad tenía una concentración de HTP del 1344.62 
mg/kg, superior a la encontrada en el tratamiento C de 1126.26 mg/kg y en el tratamiento 
D de 999.13 mg/kg. Lo anterior no significa que la concentración remanente de HTP ya no 
sea nociva para los organismos de prueba, dado que existe diferencia entre la mortalidad 
exhibida en el control negativo y el tratamiento B. 
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7. DISCUSIÓN 
 
 
 
 
Los tratamientos de carácter biológico aplicados para subsanar la contaminación del 
medio ambiente están enmarcados por la disciplina de la biorremediación. La cual, hoy 
día establece tecnologías que son empleadas para disminuir y/o eliminar los niveles de 
contaminación de sustancias químicas vertidas al suelo. Estas técnicas con frecuencia 
son aplicadas en conjunto con tratamientos químicos y físicos para alcanzar la mínima 
reducción posible de los contaminantes (Frankenberger W., 1992). 
 
Los componentes de los combustibles y otros derivados del petróleo son sustancias 
posibles de  degradar biológicamente,  ello depende directamente de factores como: la 
presencia o ausencia de los organismos adecuados, el oxigeno, los niveles mínimos de 
nutrientes y la biodisponibilidad de los contaminantes (Menendez et al., 2007).  
 
Los hidrocarburos en el suelo pueden desaparecer en dos formas diferentes: por 
procesos abióticos, como volatilización, evaporación, meteorización, entre otros. Existe 
poca información sobre la cantidad que se pierde por la volatilización y la meteorización 
(Fingas, 2004; Hejazi y Husain, 2004b). Y por procesos bióticos, los cuales involucran la 
biodegradación por parte de los microorganismos del suelo (Yong et al., 1992). 
 
En este estudio se demostró la diferencia entre el proceso por bioestimulación con la 
atenuación natural y la bioaumentación, técnicas aplicadas exitosamente para el 
tratamiento de suelo contaminado con hidrocarburos de petróleo (Odokuma L. y Dickson 
A., 2003; Arrar J. et al., 2007; Salinas A. et al., 2008; Mancera M. et al., 2008).  
 
El montaje del experimento fue de carácter ex situ donde los microcosmos fueron 
unidades dispuestas en bandejas con 2 kg de suelo que permanecieron a temperatura 
ambiente, cada una a manera de biopila, las cuales son bioreactores en fase sólida. 
Muchos contaminantes orgánicos han sido efectivamente biorremediados en biopilas 
(Jorgensen et al., 2000). 
 
El análisis inicial del suelo permitió establecer las características más importantes de la 
matriz donde tendría lugar el proceso de eliminación de los combustibles adicionados; 
revelando el valor de parámetros de interés para realizar el biotratamiento de los  
hidrocarburos, tales como: textura, pH, materia orgánica, densidad de la población 
microbial y su disposición de nutrientes (fósforo y nitrógeno). La naturaleza del suelo y la 
presencia de microorganismos en una densidad adecuada son determinantes para lograr 
la degradación de los contaminantes e influyen en la concentración residual de los 
mismos (Nocentini M. et al., 2000). 
 
El blanco para la cuantificación de los HTP obedeció a aquellos compuestos de fracción 
media debido a que el experimento no contó con un control rígido para los componentes 
volátiles, quedando por fuera del análisis una gran cantidad de compuestos como los 
hidrocarburos alifáticos livianos, los hidrocarburos de estructuras ramificadas y cíclicas y 
los BTEX, entre otros. De esta manera se identificaron y cuantificaron 19 hidrocarburos 
lineales con estructuras de carbono en un rango de C11 a C29, de  los cuales los 
primeros 6 compuestos son degradados más fácilmente por los microorganismos 
(Boopathy, 2000; Saadoun, 2002). 
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La concentración inicial de los HTP de 2847.90mg/kg de suelo seco para los compuestos 
identificados y cuantificados, resulto ser un valor muy similar al reportado por Serrano et 
al., (2007) de 2784mg/kg quienes demuestran como en un suelo con vocación agrícola 
disminuye la concentración de los hidrocarburos alifáticos por la atenuación natural de 
diesel en un 50% de la cantidad inicial en los primeros días. 
 
El tratamiento por atenuación natural reporto una reducción de los HTP del 52.79% en los 
3 meses del proceso, de la cual, el 15% se atribuye a los procesos abióticos y el 37.79% a 
la degradación por parte de los microorganismos del suelo. Debido a las condiciones de 
esta prueba no se puede establecer que porcentaje corresponde a la volatilización del 
contaminante.  
 
Al respeto Serrano et al, (2006) encontraron que la fracción volátil del diesel (5%) 
desaparece después de 50 días principalmente por volatilización. Lo anterior sugiere que 
finalizado el proceso se habrían eliminado todos los volátiles de la mezcla de 
combustibles en el suelo. Con la prueba por atenuación natural se corroboro que los 
compuestos desde C11 a C16 son más fáciles de degradar por los microorganismos 
(Farinazleen M. et al., 2004).  
 
La disminución de los HTP en el control se atribuye a factores abióticos como: las 
transformaciones químicas por la adición de HCl, para reducir el pH a valores menores de 
2.50 para limitar la actividad de las bacterias en el suelo (Nano G. et al., 2003); la 
intervención en el proceso de otros microorganismos como los hongos, de los cuales no 
se realizó ningún tipo de control; la volatilidad de los compuestos analizados; su adsorción 
en el suelo y el cambio de la estructura del suelo en este tratamiento.  
 
Aunque la UFC/g  de suelo estéril se registraron en 3.07x103 para bacterias heterótrofa, 
cantidad cercana a la reportada por Providente et al., (1993) como eficiente para realizar 
biorremediación de hidrocarburos y además, se evidencio crecimiento de estas bacterias 
durante las primeras semanas del experimento, este comportamiento fue controlado con 
la adición de acido clorhídrico; aunque no se  descarta la intervención algunos  
microorganismos que resistieran las condiciones impuestas.   
 
La bioestimulación alcanzo un porcentaje del 60.45% en la reducción de los HTP. Un 
resultado semejante lo reportaron Margesin et al., (2000) al monitorear la actividad 
biológica para la biorremediación de hidrocarburos alcanzado una concentración final de 
1328mg/kg realizando la bioestimulación con los mismos nutrientes en una relación C:N 
de 10:1. El efecto de la bioestimulación logro un valor adicional del 7.66% sobre el 
tratamiento por atenuación natural. 
 
El proceso que mostró una mayor eficiencia fue la bioaumentación, el cual presento un 
porcentaje de eliminación de los HTP del 64.92%. Un resultado superior lo reportan Grace 
et al., (2008) quienes investigaron la bioaumentación en columnas empacadas 
alcanzando un 80% en la eficiencia de la degradación de combustible diesel utilizando un 
consorcio bacterial. La bioaumentación mejoró la degradación de los hidrocarburos en un 
12.13%. 
 
La concentración residual del 35.08% para el tratamiento por bioaumentación se acerca al 
rango del 10-30%  propuesto por Allard y Neilson, (2007) para las estructuras 
recalcitrantes y de muy limitada biodisponibilidad. El contenido de hidrocarburos en el 
suelo no puede ser reducido totalmente empleando metodologías biológicas, aún después 
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de un tiempo prolongado (Margesin y Schinner, 1997). El valor final de 999.13mg/kg de 
suelo seco en este tratamiento es inferior a los límites máximos permisibles establecidos 
por la norma mexicana NOM-SEMARNAT/SS2003 (Fernández, 2006) e igualmente esta 
por debajo de la norma colombiana estipulada en la resolución 1170 de 1997.  
 
El microorganismo inoculado identificado como Bacillus sp. incidió en la reducción de la 
concentración de los hidrocarburos tal cual se esperaba por los resultados obtenidos en la 
prueba a priori con diesel como fuente de carbono y energía. Esta familia fue ampliamente 
reportada por Van Gestel et al., (2003) en suelo contaminado con  diesel a diferentes 
profundidades en compost con biodesechos.  
 
En todos los tratamientos se evidencio paralelamente al crecimiento de bacterias 
heterótrofas con una aparición representativa de bacterias hidrocarburoclastas. Los 
conteos de las unidades formadoras de colonias pasaron de 106 a 108/g de suelo en la 
atenuación natural y de 107 a 1010/g de suelo por bioestimulación y bioaumentación, 
respectivamente. Hecho que  demuestra que la dosificación de nutrientes no fue 
inhibitoria para los microorganismos. Así mismo, los resultados del pH durante la 
experiencia permanecieron dentro del rango óptimo de 5 a 9 para la mayoría de los 
microorganismos del suelo (F. Blaine, 1993).  
 
Tanto para el tratamiento por atenuación natural como por bioestimulación la población 
microbial decrece después de la semana 9. Este mismo comportamiento fue observado 
por Menendez et al., (2007) reportando una caída en el crecimiento microbial después de 
tres meses. Contrario a los dos anteriores el tratamiento por bioaumentación en las 
últimas semanas presentaba un comportamiento creciente de la población microbial, 
demostrando una buena adaptación del inóculo y sugiriendo la extensión del proceso para 
lograr un mayor nivel de degradación. 
 
Además, contrario a la atenuación natural la bioestimulación y la bioaumentación 
mostraron una fase de iniciación (Höhener P. et al., 2003), donde las bacterias se 
adaptaron al contaminante en 5 y 3 semanas; respectivamente. Esta diferencia se puede 
justificar por la presencia del Bacillus,  el cual pudo haber producido biosurfactantes 
logrando una mayor biodisponibilidad de los hidrocarburos hacia los microorganismos 
(Das y Mukherjee, 2007). 
 
Los otros microorganismos identificados dentro de las familias de las Pseudomonas, 
Achromobacter y Alcaligenes han sido reconocidos en los procesos biológicos para la 
eliminación de hidrocarburos. De manera particular las Pseudomonas son ampliamente 
reportadas en la literatura y específicamente han demostrado su capacidad para degradar 
el combustible diesel (Hong et al., 2005). 
 
Por otra parte, los compuestos orgánicos volátiles (COV’s) son en realidad bastante 
tóxicos para el organismo Eisenia Andrei. La  biorremediación del suelo mostró un 
impacto positivo sobre la reducción de la toxicidad para este organismos como lo reportan 
Dorn y Salanitro, (2000) trabajando con Eisenia Foetida. El resultado adverso de la 
prueba de ecotoxicidad directa para los tratamientos por bioestimulación y 
bioaumentación se debió posiblemente al valor del pH para estos por encima de 7 (Kaplan 
et al., 1980), dichos valores fueron alcanzados como consecuencia de la adición de 
nutrientes. 
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8. CONCLUSIONES 
 
 
 
 
En esta investigación se estableció la diferencia de la bioestimulación con la atenuación 
natural y la bioaumentación con un mejor desempeño de esta última, logrando un 
resultado por debajo del máximo que exige la normatividad mexicana, donde existe un 
control riguroso en los niveles de contaminación del suelo. 
 
El microorganismo Bacillus sp. aislado e inoculado durante este proceso de investigación, 
demostró tener capacidad para degradar hidrocarburos en suelo estéril y favorecer este 
proceso en consorcio con los microorganismos autóctonos del suelo. 
 
Paralelamente a la eliminación de los hidrocarburos se logra la disminución de la 
ecotoxicidad para aquellos organismos pertenecientes a este hábitat si se realiza un 
proceso que no cambie bruscamente parámetros vitales como el pH del suelo. 
 
Para suelos arcillosos contaminados con combustibles como la gasolina y el diesel se 
puede lograr su eliminación por atenuación natural estimulada haciendo un control de la 
humedad y permitiendo una buena aireación. 
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9. RECOMENDACIONES 
 
 
 
 
Para poder tener un mejor control y desarrollo del proceso se debe realizar la 
cuantificación de los HTP al tiempo que se hace su extracción, de esta manera se puede 
registrar cómo se reduce la concentración de los hidrocarburos en el tiempo y verificar su 
degradación periódicamente. 
 
Se cree conveniente realizar pruebas por separado para cada combustible y de esta 
manera poder reportar la eliminación de los compuestos volátiles de la fracción liviana. 
Así mismo, aunque en este trabajo sólo se tuvo en cuenta el análisis de los HTP de 
cadena lineal, debido a que estos son más biodegradables por los microorganismos 
presentes en el suelo; se deben monitorear otras fracciones presentes en los 
combustibles como los BTEX y los azufrados del diesel. 
 
Opcionalmente, se puede utilizar la actividad enzimática de la deshidrogenasa, la ureasa 
y/o la catalasa como sensibles indicadores para medir el grado de degradación del suelo 
en el proceso de biorremediación. Igualmente, se podría emplear la medición de la 
biomasa microbial con el mismo propósito. Estas pruebas biológicas contribuirían al 
seguimiento del proceso y a una mayor comprensión de las causas de su desenlace. 
 
Es necesario extender estos estudios a otros microorganismos propios del suelo como los 
hongos, que han demostrado ser muy eficientes para degradar hidrocarburos, para poder 
evaluar su participación en los procesos de degradación. 
 
Buscar blancos contaminantes específicos para el Bacillus sp. para potenciar su 
aplicación en sitios contaminados donde los microorganismos autóctonos no tengan la 
suficiente densidad poblacional.  Además, se pueden estudiar los biosurfactantes 
obtenidos por esta bacteria para emplearlos en procesos de bioestimulación y lograr 
resultados más eficientes.   
 
Realizar pruebas moleculares por electroforesis en gel por gradiente desnaturalizante o 
polimorfismos conformacionales para hacer el seguimiento de la diversidad de las 
poblaciones bacterianas del suelo a través de los procesos de eliminación de 
contaminantes.  
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ANEXO I 
 
 
 
 
Secuencia fasta realizada al aislado As2 
 
 
>gi|213391421|gb|FJ423741.1| Bacillus sp. AS2 (2008) 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
TCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC 
TGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTC 
GAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA 
CGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC 
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC 
GTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCT 
GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT 
GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGRTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC 
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAT 
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTG 
ACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA 
GTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT 
ACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT 
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTC 
GGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA 
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC 
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG 
ACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAG 
GCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC 
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTT 
TGGAGCCAGC 
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ANEXO II 
 
 
 
 
Análisis estadístico para comprobar el supuesto de normalidad y homogeneidad de la 
varianza empleando la prueba de Cramer-Von Mises y de Bartlett con un valor de 
probabilidad supuesto del 1% dado que se trata de un sistema biológico. 
 
Matriz de experimentos para la biodegradación de hidrocarburos, gasolina –diesel. 
Nivel de tratamiento Número de 
experimento A B C D 
[HTP]f XF1, XF2, XF3  XF1, XF2, XF3 XF1, XF2, XF3 XF1, XF2, XF3 
                                                                                                                                      
                                       The UNIVARIATE Procedure                                                                         
                                     Fitted Distribution for HTP                                                                        
                                               TTO = A                                                                                  
                                                                                                                                        
                                  Parameters for Normal Distribution                                                                    
                                                                                                                                 
                                    Parameter   Symbol   Estimate                                                                                         
                                    Mean        Mu         1192.5                                                                       
                                    Std Dev     Sigma    48.81005                                                                       
                                                                                                                                                                                               
                            Goodness-of-Fit Tests for Normal Distribution                                                               
                                                                                                                                       
                      Test                  ---Statistic----   -----p Value-----                                                                                                                                            
                      Kolmogorov-Smirnov    D     0.38280195   Pr > D      0.082                                                        
                      Cramer-von Mises      W-Sq  0.08911415   Pr > W-Sq   0.100                                               
                      Anderson-Darling      A-Sq  0.48119234   Pr > A-Sq   0.062                                                        
                                                                                                                                                                                                                 
                                   Quantiles for Normal Distribution                                                                                       
                                              ------Quantile------  
                                                                      
                                    Percent   Observed   Estimated                                                                                                                                                          
                                        1.0    1164.03     1078.95                                                                      
                                        5.0    1164.03     1112.21                                                                      
                                       10.0    1164.03     1129.95                                                                      
                                       25.0    1164.03     1159.58                                                                      
                                       50.0    1164.61     1192.50                                                                      
                                       75.0    1248.86     1225.42                                                                      
                                       90.0    1248.86     1255.05                                                                      
                                       95.0    1248.86     1272.79                                                                      
                                       99.0    1248.86     1306.05                                                                      
                                                      
                                                                                                                                    
                                       The UNIVARIATE Procedure                                                                         
                                     Fitted Distribution for HTP                                                                        
                                               TTO = B                                                                                  
                                                                                                                                        
                                  Parameters for Normal Distribution                                                                    
                                                                                                                                        
                                    Parameter   Symbol   Estimate                                                                                                
                                    Mean        Mu       1344.623                                                                       
                                    Std Dev     Sigma    116.2751                                                                       
                                                                                                                                        
                                                                                                                                        
                            Goodness-of-Fit Tests for Normal Distribution                                                               
                                                                                                                                        
                      Test                  ---Statistic----   -----p Value-----                                                                
                      Kolmogorov-Smirnov    D     0.32536574   Pr > D     >0.150                                                        
                      Cramer-von Mises      W-Sq  0.05884960   Pr > W-Sq  >0.250                                                        
                      Anderson-Darling      A-Sq  0.33384178   Pr > A-Sq   0.216                                                        
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                                   Quantiles for Normal Distribution                                                                                                                                             
                                              ------Quantile------   
                                                                     
                                    Percent   Observed   Estimated                                                                                                                                                     
                                        1.0    1212.11     1074.13                                                                      
                                        5.0    1212.11     1153.37                                                          
                                       10.0    1212.11     1195.61                                                                      
                                       25.0    1212.11     1266.20                                                                      
                                       50.0    1392.17     1344.62                                                                      
                                       75.0    1429.59     1423.05                                                                      
                                       90.0    1429.59     1493.64                                                                      
                                       95.0    1429.59     1535.88                                                                      
                                       99.0    1429.59     1615.12                                                                      
                                                                                                                                     
                                       The UNIVARIATE Procedure                                                                         
                                     Fitted Distribution for HTP                                                                        
                                               TTO = C                                                                                  
                                                                                                                                        
                                  Parameters for Normal Distribution                                                                    
                                                                                   
                                    Parameter   Symbol   Estimate                                                                                                             
                                    Mean        Mu        1126.26                                                                       
                                    Std Dev     Sigma     83.4402                                                                       
                                                                                                                                                                                                          
                            Goodness-of-Fit Tests for Normal Distribution                                                               
                                                                                                                                        
                      Test                  ---Statistic----   -----p Value-----                                                                                                                                      
                      Kolmogorov-Smirnov    D     0.36547350   Pr > D      0.112                                                        
                      Cramer-von Mises      W-Sq  0.07849977   Pr > W-Sq   0.148                                                     
                      Anderson-Darling      A-Sq  0.42901035   Pr > A-Sq   0.095                                                        
                                                                                                                                                                                                                   
                                   Quantiles for Normal Distribution                                                                                           
                                              ------Quantile------ 
                                                                       
                                    Percent   Observed   Estimated                                                                                                                                                     
                                        1.0    1030.06     932.149                                                          
                                        5.0    1030.06     989.013                                                                      
                                       10.0    1030.06    1019.327                                                                      
                                       25.0    1030.06    1069.980                                                                      
                                       50.0    1169.73    1126.260                                                                      
                                       75.0    1178.99    1182.540                                                                      
                                       90.0    1178.99    1233.193                                                                      
                                       95.0    1178.99    1263.507                                                                      
                                       99.0    1178.99    1320.371                                                                      
                                                     
                                                                                                                                     
                                       The UNIVARIATE Procedure                                                                         
                                     Fitted Distribution for HTP                                                                        
                                               TTO = D                                                                                  
                                                     
                                                                                     
                                  Parameters for Normal Distribution                                                                    
                                                                                                                                        
                                    Parameter   Symbol   Estimate                                                                                                                        
                                    Mean        Mu       999.1333                                                                       
                                    Std Dev     Sigma     18.5848                                                                       
                                                                                                                                        
                                                                                                                                        
                            Goodness-of-Fit Tests for Normal Distribution                                                               
                                                                                                                                        
                      Test                  ---Statistic----   -----p Value-----                                                                                        
                      Kolmogorov-Smirnov    D     0.18161785   Pr > D     >0.150                                                        
                      Cramer-von Mises      W-Sq  0.02816547   Pr > W-Sq  >0.250                                                        
                      Anderson-Darling      A-Sq  0.19066292   Pr > A-Sq  >0.250                                                        
                                                                                                                                        
                                                                                                                                        
                                  Quantiles for Normal Distribution                                                                                                                                            
                                             -------Quantile------                 
                                   Percent    Observed   Estimated                                                                                                                                          
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                                       1.0     980.210     955.899                                                                      
                                       5.0     980.210     968.564                                                                      
                                      10.0     980.210     975.316                                                                      
                                      25.0     980.210     986.598                                                                      
                                      50.0     999.830     999.133                                                                      
                                      75.0    1017.360    1011.669                                                                    
                                      90.0    1017.360    1022.951                                                                      
                                      95.0    1017.360    1029.703                                                                      
                                      99.0    1017.360    1042.368 
 
Bartlett's Test for Homogeneity of HTP Variance 
                                                                                                                                        
                        Source        DF    Chi-Square    Pr > ChiSq                                                                                                                                                                    
                        TTO            3        4.4415        0.2176    
 
 
The ANOVA Procedure 
Dependent Variable: HTP   HTP 
 
Sum of 
Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
Model                        3     186095.2416      62031.7472      10.69    0.0036 
Error                        8      46419.9691       5802.4961 
Corrected Total             11     232515.2107 
 
 
R-Square     Coeff Var      Root MSE      HTP Mean 
0.800357      6.535022      76.17412      1165.629 
 
 
Source                      DF        Anova SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
TTO                          3     186095.2416      62031.7472      10.69    0.0036 
 
 
 
The ANOVA Procedure 
Level of           -------------HTP------------- 
TTO          N             Mean          Std Dev 
 
A            3       1192.50000        48.810053 
B            3       1344.62333       116.275112 
C            3       1126.26000        83.440200 
D            3        999.13333        18.584796 
 
 
t Tests (LSD) for HTP 
                                                                                                                                        
NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.                        
                                                                                                                                        
                                Alpha                            0.05                                                                   
                                Error Degrees of Freedom            8                                                                 
                                Error Mean Square            5802.496                                                                   
                                Critical Value of t           2.30600                                                                   
                                Least Significant Difference   143.42                                                                   
                                                                                                                                                                                                                        
                      Means with the same letter are not significantly different.                                                       
                                                                                                                                                                                                                           
                              t Grouping          Mean      N    TTO                                                                    
                                                                                                                                        
                                       A       1344.62      3    B                                                                      
                                                                                                                                        
                                       B       1192.50      3    A                                                                      
                                       B                                                                                                
                                  C    B       1126.26      3    C                                                                      
                                  C                                                                                                     
                                  C             999.13      3    D 
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ANEXO III 
 
 
 
 
 
Fotografía 1. Montaje de los tratamientos en bandejas con 2kg de suelo contaminado con los 
combustibles gasolina – diesel. 
 
 
Fotografía 2. Proceso de extracción de los HTP por el método de agitación – centrifugación. 
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Fotografía 3. Prueba de respirometría del suelo con las cepas denominadas Sca, As2 y Scov 
 
 
Fotografía 4. Prueba de ecotoxicidad directa utilizando el organismo de prueba Eisenia andrei. 
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Fotografía 5. Obtención de los aislados del medio BH. 
 
 
 
Fotografía 6. Gel de agarosa de los amplificados por PCR de colonia para las cepas As2, Sca y 
Scov con un tamaño de 1500 pb. 
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Fotografía 7. Algunos de los aislados obtenidos durante la investigación. 
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Fotografía 8. Imagen tomada a través del microscopio con una cámara digital de la tinción de 
Gram de la cepa As2, Bacillus sp. 
 
 
 
Fotografía 9. Registro del pH para el tratamiento control. 
 
